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1 Bevezetés  
 
Még a legegyszerőbb biológiai szervezetek is rendkívül komplex felépítéső rendszerek. Az 
alkotó komponensek különbözı szervezıdési szinteken bonyolult kapcsolathálózatot 
alkotnak, amely folyamatos, dinamikus változásban van. Ilyen összetett rendszerek vizsgálata 
meglehetısen bonyolult, különösen, ha egy konkrét folyamatot, - például egy molekuláris 
kölcsönhatást, enzim-szubsztrát, vagy receptor-ligandum kötıdést - szeretnénk meghatározni. 
Ennek áthidalására, ha egy bizonyos folyamatot kívánunk vizsgálni, érdemes az adott 
helyzetnek megfelelı minél egyszerőbb modell rendszereket létrehozni, melyek csak néhány 
szükséges, meghatározó komponenst tartalmaznak. A biológiai folyamatok nagy része 
határfelületeken zajlik, melyek határolnak, elválasztanak két különbözı összetételő területet. 
A felületeken keresztül gyakran különbözı anyag- (és energia-) forgalom zajlik. A felületek 
megjelennek molekuláris szinten, (pl. egy enzimfehérje felülete) sejten belül, (pl. a 
sejtplazmában levı sejtorganellumok, mitokondriumok, lizoszómák) a sejt és környezete 
között, de a sejteknél magasabb szinten is, (pl. bélhámon keresztül tápanyag felszívódás). A 
határfelület minısége jelentısen befolyásolja, határt szab annak, hogy milyen természető 
anyagok képesek a határfelülettel kölcsönhatásba lépni, megkötıdni, vagy átjutni.  
Munkám során három különbözı szempontból vizsgáltam a fluid határfelületen zajló 
folyamatokat.  Az elsı részben biológiai aktivitást (allergén tulajdonságot) mutató búzafehérje 
kivonatok különbözı határfelületeken történı adszorpcióját, valamint az adszorbeált film 
határfelületi dilatációs reológiai tulajdonságait tanulmányoztam. 
A második részben antibakteriális hatóanyagok és hatóanyag jelölt molekulák 
sejtmembránnal való kölcsönhatását vizsgáltam, melyhez modell rendszerként egy 
molekularéteg vastagságú lipidfilmet hoztam létre és a molekulák lehetséges gyógyszerként 
való alkalmazáshoz szükséges membrán affinitását tanulmányoztam. 
A harmadik részben biodegradábis polimermolekulából, illetve egyéb felületmódosító 
polimerbıl képzett keverékfilmmel modelleztem a leendı gyógyszerhordozó felszínét, majd a 
különbözı összetételő filmek biokompatibilitásának megismerése céljából fehérjével való 
kölcsönhatásukat vizsgáltam.  
 
A fehérjék az élelmiszerek és élelmiszeripari termékek fontos összetevıi. A táplálékokban 
lévı fehérjékbıl lebontás után az emberi szervezet felépítheti saját fehérjéit. Másfelıl a 
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fehérjék élelmiszeripari termékekben, pl. emulziókban, gélekben, habokban 
szerkezetmeghatározó komponensek. Határfelületi tulajdonságaik befolyásolják a kolloid 
rendszerek stabilitását.  
A fehérjéket peptidkötéssel összekapcsolt aminosavak hosszú lánca alkotja. A relatív 
molekulatömeg általában 10.000 és 100.000 közötti. A fehérjékre jellemzı a határfelületi 
adszorpció, vagyis a felületaktív viselkedés [Wolfram, 1988]. A kis molekulájú felületaktív 
anyagokhoz képest a fehérjék szerkezete összetett, elég csak a harmadlagos szerkezetet 
stabilizáló kötések változatosságára gondolni, ahol kovalens és ionos kötés, hidrogénkötés és 
diszperziós kölcsönhatás egyaránt elıfordulhat. Ebbıl következıen adszorpciókor a 
fehérjemolekula konformációja megváltozhat. Ezen változások mértéke a fehérje típusától, a 
határfelület jellegétıl, valamint a külsı körülményektıl (hımérséklet, pH, ionerısség) függ. 
A határfelületi adszorpció által kiváltott konformációváltozás jelentısen befolyásolja a 
határfelület szerkezetét és tulajdonságait, de ami ennél is fontosabb, az élı szervezetben a 
natív formától eltérı tulajdonságai miatt biológiai reakciókat, esetenként nemkívánatos 
immunreakciót válthat ki. 
Fluid határfelületi adszorpció esetén a konformációváltozás számos lehetısége adott. 
A molekulák hidrofób része behatolhat a hidrofób fázisba, teljes kigombolyodás is 
végbemehet, de a natív állapot is megmaradhat. A szerkezeti átrendezıdés következtében 
megváltozhat a másodlagos szerkezetet meghatározó α-hélix és β-redı tartalom. A felületi 
konformációváltozás kísérleti tanulmányozása nem könnyő, mert kevés technika alkalmas 
ennek felderítésére. Az adszorpciós réteg statikus és dinamikus körülmények közötti 
vizsgálata - a felületi/határfelületi feszültség mérése útján - közvetett információt szolgáltat a 
határfelületi réteg reológiai viselkedésérıl, és így az adszorbeált fehérjeréteg szerkezetérıl, 
valamint a molekulák közötti molekuláris kölcsönhatásról [Benjamins, 2003]. 
Az utóbbi években az allergiás betegségek gyakori elıfordulása miatt az érdeklıdés elıterébe 
került az allergén anyagok különbözı szempontú vizsgálata. Ismeretes, hogy gabonafélék is 
tartalmaznak allergiás reakciót kiváltó anyagokat, melyek között fehérjetermészetőek is 
vannak. Az eddigi tapasztalatok arra utalnak, hogy lehet összefüggés az allergén jelleg és az 
adott fehérje felületi viselkedése között.  
Munkám célja különbözı búzafehérje kivonatok felületaktivitásának vizsgálata volt. Arra 
kerestem a választ, hogy a víz/levegı és a víz/dodekán határfelületi feszültségre milyen hatása 
van az egyes búzafehérje kivonat frakcióknak, valamint milyen az adszorpciós réteg 
szerkezete, reológiai viselkedése. A búzafehérjét tartalmazó minták tulajdonságait olyan 
referenciaként választott fehérjék viselkedéséhez hasonlítottam, melyek tulajdonságai jól 
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ismertek. A vizsgálatokkal bemutatom, hogyan jellemezhetı a fehérjeminták felületaktivitása, 
ami a késıbbiekben hozzájárulhat a felületi tulajdonságok és a biológiai aktivitás közötti 
kapcsolat felderítéséhez. 
 
A Tuberkulózis betegséget (TBC) a Mycobacterium tuberculosis nevő humán patogén 
baktérium okozza. Szerte a világon több halálesetet okoz, mint bármely más fertızı betegség. 
Az Egészségügyi Világszervezet (World Health Organization, WHO) a tuberkulózist globális 
veszélynek nyilvánította, mivel a becslések alapján a világ népességének egyharmada 
fertızött, és évente több, mint 3 millió ember halálát okozza [WHO, 2008]. Maga a baktérium 
obligát aerob, lassú növekedéső, spórával szaporodó, nagymértékben ellenálló, sejtfallal 
rendelkezı kórokozó, ami a gazdaszervezet egyes immunsejtjeiben (makrofág) képes a 
túlélésre [Tripathi et. al., 2005]. A betegség kezeléséhez hosszú idıtartalmú, és nagy dózisú 
antibiotikum szükséges, mivel az intracelluláris (dormans) baktérium nagyfokú 
védekezıképességgel rendelkezik a hatóanyagokkal szemben.  A gyógyszerek súlyos 
mellékhatásokat okoznak, megterhelik a májat és a vesét, emellett a hatóanyaggal szemben 
gyakran alakul ki rezisztencia. A TBC hatékonyabb, kevesebb mellékhatással terhelt 
kezelésének érdekében több irányban kutatnak új kemoterapeutikum, illetve módszer 
kifejlesztése céljából. Ezek közül kettıt említek meg, melyek a kutatómunkám szempontjából 
lényegesek.  
Az egyik módszer szerint ma is használatban lévı gyógyszerek, például az izoniazid (INH), 
módosításával, konjugálásával kívánják növelni a hatóanyag hatékonyságát [Horváti et al., 
2009]. A másik módszerrel pedig a baktérium túléléséhez elengedhetetlen fehérjéket, pl. 
dUTP-áz enzimet [Dauter et. al. 1999] gátló molekulákat keresnek szimulációs módszerrel. 
Az enzim kristályszerkezetének ismeretében az enzim aktív centrumába illeszkedı molekulák 
közül további szelekcióval kiválasztják a gyógyszer-jelölteket. 
Munkám során hatóanyagnak és a hatóanyag-konjugátumnak, illetve a szimulációs 
módszerrel meghatározott néhány hatóanyag-jelöltnek sejtmembránhoz való affinitását 
vizsgáltam. A sejtmembrán modellezéséhez Langmuir-mérlegben létrehozott egyrétegő 
lipidfilmet használtam, ami kiválóan alkalmazható membrán-hatóanyag molekuláris 
kölcsönhatásának vizsgálatára [Maget-Dana, 1999]. A természetes membránok nagymértékő 
komplexitása miatt ugyanis bonyolult egy adott molekula membránnal való kapcsolatának 
jellemzésére, a lipidfilm pedig egy jól definiált, kétdimenziós rendszer. A lipidfilm 
szerkezetének változását összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával (SFG), illetve szilárd 
hordozóra való átvitelét követıen atomi erı mikroszkópiával (AFM) vizsgáltam. 
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A biokompatibilis polimerbıl és blokk kopolimerbıl felépülı gyógyszerhordozó 
felszínét szintén Langmuir-mérlegben létrehozott film segítségével modelleztem.  
Gyógyszerhordozó rendszerekben célszerő olyan polimerek alkalmazása,  melyek az emberi 
szervezetben lebomlanak, és bomlástermékeik nem toxikusak. A poli(tejsav) (PLA) az orvosi 
és gyógyszerészeti alkalmazásban leggyakrabban használatos biodegradábilis polimer, 
melynek bomlásterméke a tejsav. Kedvezı tulajdonságai mellett hátránya, hogy hidrofób 
felülete miatt nem biokompatibilis, beindíthatja a szervezet védekezı mechanizmusát, 
valamint idı elıtt kiürül a szervezetbıl [Moghimi, 1997]. Ezért, ha a polimer egyéb 
tulajdonságai kedvezıek, a felületük módosításával érdemes csökkenteni hidrofób 
karakterüket. A felület hidrofilizálásra számos fizikai és kémiai folyamat áll rendelkezésre, pl. 
kémiai reakciók, adszorpció, plazmakezelés [Ogrin et al., 1999; O’Mullane et al., 1990; Störm 
et al., 1995]. 
Felületet hidrofilizáló tulajdonsága van a poli(etilén-oxid) (PEO)-nak, ami nagymértékben 
hidrofil,  nemionos, vízoldható flexibilis természető polimer, és képes visszaszorítani a 
fehérjék, illetve a sejtek felületen való megtapadását [Bouillot et al., 1998; Malmsten et 
al.,1998]. A PEO tartalmú kopolimerek, különösen a PEO-PPO-PEO triblokk kopolimereket 
(kereskedelmi nevük Pluronic BASF) amfifil és biokompatibilis tulajdonságuknak 
köszönhetıen használják kolloid rendszerek stabilizálásában, gyógyszerek felszívódásának 
szabályozásában [Peleshanko et al., 2007].  
Kutatócsoportunk korábban PLA, valamint  glikolsavval alkotott kopolimerje, a 
PLGA poli(tejsav-glikolsav) Langmuir-filmek hidrofób felületét módosította különbözı PEO 
tartalmú blokk kopolimerekkel [Kiss et al., 2002. és 2004]. Felületanalitikai és nedvesedés 
vizsgálatok alapján megállapították, hogy a Pluronic-kal kevert polimerfilmek hidrofilitása 
jelentısen növekedett a Pluronic felületen való felhalmozódásának következtében. 
Munkám során a PLA-hoz különbözı mennyiségő és összetételő Pluronic-ot keverve 
állítottam elı Langmuir filmeket. Vizsgáltam, hogyan befolyásolja a PLA film szerkezetét a 
hozzáadott adalék. A biokompatibilitás változását fehérjével (marha szérum albumin, BSA) 
való kölcsönhatás mérésével teszteltem. A PLA-ból és a keverékfilmekbıl LB-filmet 
állítottam elı, melyeknek nedvesedését mérve a hidrofób karakter változását lehet ellenırizni. 
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2 Irodalmi áttekintés 
2.1 Határfelületek 
 
Két homogén fázis érintkezésekor egy véges vastagságú átmeneti réteg keletkezik, 
amit határfelületnek neveznek. A határfelület mindegyik tömbfázistól különbözik, 
tulajdonságai (pl. sőrőség, összetétel, stb.) az átmenet irányában változnak. A határfelületi 
réteg vastagsága elhanyagolhatóan kicsi a tömbfázisokéhoz képest (gyakran egyetlen 
molekularéteg). Kolloid rendszerek esetében mégis különösen nagy jelentısséggel bír ez a 
terület, mivel a nagy diszperzitásfok miatt molekulák jelentıs része a határrétegben van, így a 
“határfelület” jelentıs szerepet játszik a rendszer tulajdonságainak kialakításában. A 
határfelületek az azokat létrehozó fázisok halmazállapota alapján csoportosíthatók: fluid: 
folyadék/gáz és folyadék/folyadék, illetve nem fluid vagy szilárd határfelületek: szilárd/gáz, 
szilárd/folyadék, szilárd/szilárd [Gilányi, 2005.; Hunter, 1993]. A továbbiakban csak fluid 
határfelületekkel foglalkozom. 
A határfelületnek - a molekuláris kölcsönhatásoknak köszönhetıen - a tömbfázisok 
energiájához képest többletenergiája van. A többletenergia következményeként a felület 
érintı síkjában a felületet összehúzó erı hat. Ezen erıt egységnyi hosszúságra vonatkoztatva 
nevezzük felületi feszültségnek (ld. alább). Szintén a felületi többletenergia következménye, 
hogy bizonyos anyagok a határfelületen a tömbfázisokétól eltérı mennyiségben lehetnek 
jelen, (dúsulhatnak, illetve elszegényedhetnek). A tömbfázisban oldott felületaktív anyag 
molekulái felületen való dúsulását pozitív, míg felületrıl való távozását negatív 
adszorpciónak nevezzük [Wolfram, 1988.; Gilányi, 2005.; Shaw, 1986]. 
 
2.1.1 Egy molekularéteg vastagságú film képzıdése fluid határfelületen 
 
A folyadék felszínén egy molekularétegő film kétféle módon alakulhat ki. Az egyik 
folyamat az adszorpció, ekkor a tömbfázisban oldott felületaktív anyag molekulái a fluid 
határfelületen feldúsulnak. A másik mód az oldhatatlan, egy molekularétegő filmek képzése 
terítéses eljárással. Bizonyos vízben oldhatatlan anyagokat, - melyek molekulái amfipatikus 
jellegőek, így poláris csoporttal is rendelkeznek, pl. hosszú szénláncú zsírsavak, - megfelelı, 
illékony oldószer segítségével víz felületén szét lehet teríteni. Ekkor a poláris molekularészek 
a víz felé, az apoláris csoportok a levegı felé orientálódnak [Shaw, 1986]. A 
folyadékfelületen kialakított, egy molekularétegő, oldhatatlan, filmeket nevezzük      
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Langmuir-filmeknek [Kiss, 2005]. Az ily módon képzett filmek a folyadék/levegı felületén 
végbemenı adszorpció speciális esetei. Ilyen filmekben valamennyi molekula a felületi, 
egymolekulás rétegben koncentrálódik. További információt nyújt az oldatból való 
adszorpcióhoz képest, hogy a felületen levı molekulák darabszáma pontosan meghatározható 
az ismert mérető felületre szétterített anyag mennyiségébıl. Munkám során mindkét módszert 
használtam fluid felületen való filmképzésre. 
 
2.1.2 Filmképzı anyagok 
 
Mind az adszorpcióval, mind a terítéses eljárással képzett filmek alkotórészei 
amfipatikus molekulák, azaz hidrofil és hidrofób molekularészeket egyaránt tartalmaznak. 
Adszorpció esetén a molekula egésze oldódik vízben, azonban apoláris molekularészlete miatt 
a határfelületen való elhelyezkedés kedvezıbb. 
Terítéskor a víz és a filmképzı anyag közötti kölcsönhatás határozza meg, hogy az anyag 
képes-e stabil filmet képezni a víz felületén. Ha az anyag és a víz molekulái közötti vonzó 
kölcsönhatás nagyobb, mint az anyag molekulái közötti kohézió, akkor az anyag jó filmképzı. 
Langmuir filmet tehát olyan anyagból tudunk képezni, amelyre teljesül, hogy az anyag poláris 
csoportjainak vízhez való affinitása kellıen nagy, ugyanakkor a hidrofób része elég hosszú 
ahhoz, hogy a molekula ne oldódjon be a vízbe [Laughlin, 1994.; Shaw, 1986.; Chattoraj és 
Birdi, 1984]. 
 
2.2 Adszorpció oldatból  
 
Bizonyos oldott molekulák adszorpciója következtében megváltozik a folyadék 
felületi feszültsége (γ), így ennek változásából következtethetünk az adszorpció mértékére. Ha 
az oldószermolekuláknak nagyobb az egymással való kölcsönhatása, mint az oldott 
molekulákkal, akkor a folyadék felületi feszültsége csökkenni fog. Az oldott anyag 
megoszlása a felület javára tolódik el, vagyis az oldott anyag a felületen felhalmozódik 
(pozitív adszorpció). Ellenkezı esetben, ha az oldószer-oldott molekula kölcsönhatás erısebb, 
mint az oldószermolekulák egymással való kölcsönhatása, a felületen a tömbfázishoz képest 
az oldott molekulákból hiány lesz (negatív adszorpció). Az adszorpciós relatív többletet a 
fluid határfelületek esetében mérhetı γ - c (felületi feszültség-koncentráció)  függvényekbıl 
számolhatjuk. 
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A felületi feszültség és az adszorpció kapcsolatát a Gibbs féle adszorpciós izoterma 
egyenlettel jellemezhetjük [Hunter, 1993.; Gilányi, 2005]. 
 
                         )ln(d
R
d ∑=−
i
ii aΓT
γ
       1. egyenlet 
 
Ahol γ a folyadék felületi feszültsége, Γi az i. komponens felületegységre vonatkoztatott 
többletkoncentrációja, ai pedig az i. komponens aktivitása. 
A Gibbs egyenletet kétkomponenső, híg oldatra felírva, (az oldószer felületi 
többletkoncentrációját nullának választva) az alábbi összefüggést kapjuk: (2. egyenlet): 
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Ahol híg oldatra a = c, Γ pedig az adszorbeálódó komponens Gibbs féle adszorpciós 
többletkoncentrációja [Gilányi, 2005]. 
Ha az oldott anyag koncentrációjának növelésével csökken a felületi feszültség (dγ/dlnc 
értéke negatív), akkor a Gibbs-féle adszorpciós többletkoncentráció (Γ) pozitív, vagyis az 
oldott anyag felhalmozódik a határfelületi rétegben. Ha a koncentráció növelésével a felületi 
feszültség nı, a felületi réteg elszegényedik az oldott komponensben, azaz negatív az 
adszorpció. 
 
2.2.1 Fehérjék adszorpciója oldatból, oldat/levegı határfelületen  
 
A fehérjeadszorpció a kismolekulák határfelületi kötıdéséhez képest összetett 
folyamat. Kismolekulájú felületaktív anyagok esetében az adszorbeált mennyiség, a felületi 
koncentráció, valamint az adszorbeált molekulák orientációjának meghatározásával kielégítı 
képet kapunk a felületaktivitásról és az adszorpciós réteg szerkezetérıl. Fehérjeadszorpció 
esetén a fehérjemolekulák bonyolultabb felépítése, szerkezete miatt az adszorpciós folyamatot 
leíró, minden részletre kiterjedı modell még nem áll rendelkezésre [Benjamins, 2003]. 
A fehérjék olyan makromolekulák, amelyek poláris (hidrofil) és apoláris (hidrofób) 
szerkezeti elemekkel egyaránt rendelkeznek, amfipatikusak. Ennek következtében vízben 
oldódva - így a biológiai rendszerekben is - a poláris molekularészletek a molekula felszínén, 
az apoláris molekularészletek pedig a molekula belsejében, többnyire hidrofób magot alkotva 
helyezkednek el. Ez az elkülönülés sztérikus okok miatt nem teljes, a molekula felületén is 
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találhatók hidrofób foltok. Az így kialakult konformáció azonban nem jelent statikus állapot, 
az egyes konformációk között fluktuáció lehetséges. A fluktuáció akkor valószínőbb, ha az 
egyik konformációból a másikba történı átalakuláshoz kis energiabefektetés szükséges. 
 A fehérjék általában nem teljes hosszukban, hanem néhány szegmensükkel kötıdnek 
a felülethez [Csempesz, 1991.; Prins et al., 1998]. A megkötıdött szegmensek idıben 
cserélıdnek a felületen, eközben változik a molekula konformációja. Elıfordul, hogy a 
fehérje a natív szerkezetét megırizve, felgombolyodott állapotban kötıdik a felülethez. Ez a 
konformáció leginkább a merev, globuláris fehérjékre jellemzı. Ilyen esetben jóval több 
molekula megkötıdésére van lehetıség, mivel kisebb a molekula felületi helyigénye, az 
adszorpciós réteg vastagsága viszont nagyobb. Ez akkor gyakori, mikor az oldatban lévı 
fehérje felületén kisebb hidrofób foltok vannak, melyekkel a határfelülethez kötıdik, így nem 
történik meg a kigombolyodás. Az is elıfordulhat, – és flexibilis makromolekulák esetén ez a 
gyakoribb – hogy a molekula kitekeredett állapotban, több szegmensével kötıdik egyidejőleg 
a határfelülethez, korlátozva ezzel a többi molekula kötıdési lehetıségeit [Kiss et al., 1991]. 
A teljes molekula deszorpciójának statisztikai valószínősége kicsi, ugyanis egyidejőleg több 
szegmensnek kellene elhagynia a felületet. Ebbıl következıen az adszorpciós egyensúly 
tulajdonképpen az egyensúlyi konformáció elérésekor áll be.  
 
2.2.2 A fehérjeadszorpció kinetikája 
 
Az adszorpció kinetikájának leírására számos közelítést használnak, amelyek 
különféle módon próbálják figyelembe venni a fehérjemolekulák szerkezetét, és ennek 
változásait az adszorpció során. A fehérje adszorpciója többszörösen összetett folyamat. 
Általában a következı lehetséges részlépésekre bontják: 
    1. a fehérje diffúziója a tömbfázisból a határfelülethez közeli rétegbe, 
    2. a fehérje megkötıdése a felületen, 
    3. az adszorbeált molekulák átrendezıdése, intramolekulás átrendezıdés, esetleg  
denaturáció, 
4. határfelületben lévı molekulák közötti keresztkötések kiépülése, 
5. többszörös rétegek kialakulása, 
6. deszorpció. 
Az egyes részfolyamatokat az 1. ábra illusztrálja egyetlen fehérjemolekula esetén. Nem 
feltétlenül játszódik le minden részlépés, és a lejátszódás sebességét is számos paraméter 
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befolyásolja (pl. a fehérje kémiai természete, mérete, töltése, szerkezete, a közeg és a fázisok 
tulajdonságai). 
 
 
1. ábra 
A fehérjemolekula adszorpciójának részlépései. 1 és -1 a fehérje diffúziója a tömbfázisból a 
határfelülethez közeli rétegbe, illetve a határfelületrıl a tömbfázis irányába; 2 és -2 a fehérje 
adszorpciója és deszorpciója; 3 a fehérje konformációváltozása; 6a és 6b pedig a megváltozott 
konformációjú fehérje deszorpciója, valamint a tömbfázis felé diffúziója. 
 
Az elsı részlépésnek, tehát az adszorpció kezdeti szakaszának sebességét a fehérjemolekulák 
határfelülethez történı diffúziója határozza meg. Ezt a Ward-Tordai egyenlet az alábbi 
összefüggéssel írja le [Ward et al., 1946]: 
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ahol D a fehérjemolekula diffúziós együtthatója, Γ a felületi többletkoncentráció, t az idı, Π 
az oldalnyomás, c0 az oldatbeli koncentráció. Az adszorpció akkor tekinthetı 
diffúziókonrolláltnak, ha a felület tulajdonságai nem befolyásolják lényegesen a felülethez 
jutó molekulák megkötıdését. Ez a folyamat kezdeti szakaszán érvényesül, az adszorpció 
elırehaladtával pedig egyre kevésbé, ezért az adszorpció lelassul. A Ward-Tordai-egyenlet 
aszimptotikus megoldását a Gibbs és Joos egyenletek segítségével a következı összefüggéssel 
írhatjuk le, amelybıl kiszámítható az adott tömbfázisbeli koncentrációhoz megadja tartozó felületi 
feszültség [Fainerman et al., 1994]: 
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ahol γ
t→∞
(t) a dinamikus felületi feszültség hosszú adszorpciós idık esetén, t az idı, σ
e 
az 
egyensúlyi felületi feszültség, Γ
e 
az egyensúlyi felületi többletkoncentráció, c
0 
a tömbfázisbeli 
koncentráció, R az egyetemes gázállandó, T az abszolút hımérséklet és D a diffúziós állandó.  
Ezzel az összefüggéssel a felületi feszültség változását az 1/t -1/2 függvényében ábrázolva 
megállapíthatjuk, hogy az adszorpciós folyamat diffúziókontrollált-e. 
 Az adszorpció kinetikájának nyomonkövetése történhet közvetlenül az adszorbeált 
mennyiség ellipszometriás, neutronreflektometriás, vagy rádioaktív nyomjelzéses mérésével 
[Horányi, 2004]. Ez utóbbi módszer azonban, mivel fehérjemódosítással jár, kevésbé 
megbízható. A felületi feszültség (γ) mérésével közvetve követhetjük nyomon az adszorpciót, 
mivel a felületi feszültség csökkenése az adott felületre esı fehérjeszegmensek számának 
növekedésével van összefüggésben. Tehát, a felületi feszültség csökkenhet a fehérje 
adszorpciója miatt és amiatt is, hogy megváltozik a konformációja, és több szegmens kerül a 
határfelületbe egy molekulából [Murray, 1997a. és 1997b]. 
A fehérjeoldatok felületi feszültségének idıbeli változása három szakaszra bontható 
[Borbás, 2003]: 
1. szakasz (Indukciós periódus): A γ mérésébıl nem tudunk következtetni ezen szakasz 
adszorpciós folyamatára, mert kezdetben még kicsi a felületi borítottság, így a felületi 
feszültség nem, vagy alig változik. A szakasz hosszát egyrészt az határozza meg, hogy 
mekkora a fehérje diffúziós sebessége, (minél kisebb, annál elnyújtottabb ez a szakasz), 
másrészt az, hogy mekkora a fehérje affinitása a felülethez. Ellipszometriás és radioaktív 
nyomjelzéses technikával vizsgálták a felületi koncentrációt [Graham et al.;1979 a. és 
Graham et al.; 1979b] és mindkét módszerrel azt állapították meg, hogy Г a felület 
kialakítását követıen folyamatosan nı, γ pedig megközelítıen az 50%-os borítottság 
elérését követıen kezd csökkenni. Az indukciós periódus idıtartama jelentısen csökken 
(akár el is tőnik) a koncentráció növelésével.  
2. szakasz: a felületi feszültség gyors csökkenés jellemzi, az adszorpciónak nincs 
energiagátja. A szakasz az 50%-os borítottságtól a teljes borítottság eléréséig tart. Az 
ebben a szakaszban adszorbeálódott molekulák (szegmensek) megkötıdését tekintik 
irreverzibilisnek [Graham et al.;1979a]. A kompaktabb globuláris fehérjék esetén az 
adszorpciós réteg vastagabb, mint a flexibilis molekulák esetén. 
3. szakasz: kismértékő felületi feszültség változás jellemzi, ami egyidejő adszorpciós 
mérések tanúsága szerint két különbözı folyamatnak tulajdonítható: [Graham et 
al.;1979a.;Graham et al.; 1979c Miller et al.; 1993] 
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1. A felületi feszültség csökkenését a felületi koncentráció növekedése kíséri. 
Néhány szegmens képes legyızni az energiagátat, és áthatol az adszorpciós rétegen, 
az adszorbeált molekulák reorientálódnak.  
2. A felületi többletkoncentráció értéke konstans, de a felületi feszültség még enyhe 
csökkenést mutat. Intermolekuláris kölcsönhatások alakulnak ki. Az egyensúly 
elérése a lassú konformációváltozások miatt több óráig, esetleg napokig eltarthat. 
Nagy fehérje koncentrációk esetén számolnunk kell még egy adszorpciós szakasszal, melynek 
során többszörös réteg alakul ki. Ekkor a felületi feszültség már nem változik, Г azonban 
jelentısen növekedhet. Erre a szakaszra reverzibilis adszorpció jellemzı [Graham et 
al.,1979a.; Paulsson, 1990]. 
A fent összefoglaltak az egy fehérjekomponenst tartalmazó rendszerekre érvényesek. A 
legtöbb valódi rendszerben, - így a biológiai rendszerekben is - fehérjekeverékek fordulnak 
elı, ami nagymértékben bonyolítja az adszorpciós folyamatot. A fehérjék versengenek 
egymással a felületi helyekért. Elıfordul, hogy egy mozgékonyabb molekula, amely 
hamarabb eléri a határfelületet, elfoglalja a helyet, idıvel azonban egy nagyobb affinitású, 
de lassabb molekula kiszorítja. Ez esetben az adszorpció kinetikai, és nem termodinamikai 
kontroll alatt áll. Ezekbıl a kísérleti tapasztalatokból származik az az általános 
megfogalmazás, hogy a fehérjék adszorpciója gyakorlatilag irreverzibilis, és deszorpció 
nem, csak leszorítás következik be. A mérhetı deszorpció aránya több nagyságrenddel 
kisebb, mint egyéb felületaktív anyagé [Miller et al., 2005]. 
 
2.3 Langmuir-filmek 
 
Irving Langmuir amerikai kutató 1917-ben fejlesztett ki egy készüléket, melyet késıbb 
Langmuir-mérlegnek neveztek el. A Langmuir-film folyadékon (általában vízen) szétterített, 
oldhatatlan anyagnak egymolekulás rétege. A filmet úgy hozhatjuk létre, hogy a vízben 
oldhatatlan anyagból szerves oldószerrel híg oldatot készítünk, majd annak kis térfogatát, kb. 
30-100 l-t, cseppenként a víz felszínére terítjük. Az anyag az oldószerrel együtt egyenletesen 
szétterül a víz felszínén, majd az oldószer elpárolgását követıen csak a filmképzı molekulák 
maradnak a felületen, és egyrétegő filmet képeznek. Az amfipatikus molekulák a felületen 
orientáltan helyezkednek el. Poláris csoportjaik a vizes, apoláris csoportjaik a levegı felé 
orientálódnak, ami a határfelület szabadenergia minimumát eredményezi. A keletkezı film 
stabil, amit az apoláris (pl. lipid alkillánc) csoportok közötti laterális Van der Waals 
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kölcsönhatások, valamint a poláris csoportok szubfázissal, illetve egymással való dipólus-
dipólus kölcsönhatások biztosítanak. 
  Mivel a  molekulák csökkentik a víz felületi feszültségét, a film állapotát a kísérletileg 
mérhetı a felületi feszültség  adatokkal jellemezhetjük, amibıl az oldalnyomás számítható: 
 
γγ −= oΠ                              5. egyenlet 
 
Ahol γo a tiszta víz felületi feszültsége, γ pedig a film jelenlétében mért felületi feszültség. 
A film állapotát jellemzı oldalnyomás a film által kifejtett kétdimenziós expanziós nyomás. 
Mérése Langmuir-kádban tenziometrikusan, Wilhelmy-lemezes módszerrel történik.  
Lényege, hogy a folyadékba részlegesen bemerülı Wilhelmy-lemezre (2. ábra) ható erıt 
mérjük, melybıl a felületi feszültség meghatározható. A lemez igen vékony, anyaga 
leggyakrabban platina vagy szőrıpapír. A lemezre lefelé, a folyadékfázis irányba hat a 
gravitációs erı és a felületi feszültség, felfelé pedig a felhajtóerı [Birdi, 1989]. 
 
 
2. ábra 
A részlegesen folyadékba merülı Wilhelmy-lemez, ahol t, w és l a lemez teljes vastagsága, szélessége 
és hosszúsága, h a lemez folyadékba merülı részének hosszúsága, θ pedig a folyadék peremszöge a 
szilárd lemez felületén. 
 
A Wilhelmy-lemezre ható eredı erı [Roberts, 1990]: 
 
F = ρl g tl ll wl + 2 γ tl wl cosθ – ˮf g tf wf hf                 6. egyenlet 
 
Ahol ρl az anyag sőrősége tl ll wl a lemez vastagsága, szélessége és hosszúsága, ˮf a folyadék 
sőrősége, tf wf hf, a lemez folyadékba merülı részének vastagsága, szélessége és hosszúsága,    
γ a folyadék felületi feszültsége, g a gravitációs konstans, cos θ a folyadék peremszögének 
koszinusza a szilárd lemez felületén. 
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Ha a folyadék tökéletesen nedvesíti a Wilhelmy-lemez felületét, cos θ=1, ennek megfelelıen 
az oldalnyomást az alábbiak alapján kapjuk: 
 
               
( ) lll w
F
wt
FΠ
220
∆
=
+
∆
=−= γγ                 ha  wl >> tl.                7. egyenlet 
 
A mérés során az adott területre felvitt molekulák rendelkezésére álló helyet mozgatható 
gátak segítségével folyamatosan csökkentjük, azaz komprimáljuk a filmet, miközben az 
oldalnyomást mérjük. Utóbbit a molekulák által elfoglalt terület függvényében ábrázolva 
kapjuk meg az oldalnyomás-terület (Π-A) izotermát. Mivel ismerjük az adott területre felvitt 
molekulák mennyiségét, a molekulatömegük ismeretében kiszámíthatjuk az egy molekulára 
esı helyigényt. 
Az izoterma alakját befolyásolják a felületaktív filmképzı anyag tulajdonságai, illetve a film 
fizikai állapotától függıen különbözı meredekségő szakaszokat tartalmaz [Kiss, 2005.; Binks, 
1991]. A 3. ábrán példaként egy zsírsav izotermáját tüntetem fel.  
 
 
3. ábra 
Zsírsavból képzett film oldalnyomás-terület izotermája. Az izoterma egyes szakaszai mellett a film 
adott állapotára jellemzı molekuláris elrendezıdés látható. Πc a kollapszusnyomás érték, melynél a 
film összetörik.  
 
A felületre juttatott molekulák között kezdetben nagy a távolság, nincs még közöttük laterális 
adhézió (Van der Waals kölcsönhatás), ekkor kétdimenziós, gáz-analóg filmet alkotnak. A 
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poláris fejcsoportok és a szubfázis közötti kölcsönhatás viszont szükségszerő, hogy ne 
tudjanak a molekulák elillanni a felületrıl. Az egyetemes gáztörvényt a kétdimenziós 
gázállapotú filmnek megfeleltetve, a film állapotára az alábbi összefüggést alkalmazhatjuk: 
 
ПA = kT    8. egyenlet 
 
Ahol П az oldalnyomás, A a molekula által elfoglalt terület, k a Boltzmann állandó, T pedig a 
termodinamikai hımérséklet. 
 A gát mozgatásával csökkentve a területet, csökken a molekulák közötti távolság is, az 
oldalnyomás pedig növekszik, ekkor az izotermán átmenet figyelhetı meg a gáz állapotból a 
folyadék expandált (LE) állapotba. A filmet tovább komprimálva a molekulák illeszkedése 
még szorosabbá válik, a folyadék expandált állapotból a folyadék kondenzált (LC) állapotba 
kerülnek. A LE→LC átmenet alatt az oldalnyomás értéke változatlan, az izotermán 
platószakasz figyelhetı meg (4. ábra). A kondenzált folyadék állapotot elérve az izoterma 
meredekké válik, tömör, rendezett szerkezető filmet kapunk. A molekulák rendelkezésére álló 
területet tovább csökkentve elérjük a kétdimenziós film szilárd állapotát (S). 
Ez az izotermán általában meredek és lineáris szakasz, zero oldalnyomásra történı 
extrapolációjával meghatározható az egy molekula által elfoglalt terület (3. ábra). Ha a 
területet még tovább csökkentjük, a film összegyőrıdik, összetöredezik, elveszíti 
egymolekulás jellegét, melyet az oldalnyomás hirtelen csökkenése jelez. Ezt az oldalnyomás 
értéket nevezzük kollapszusnyomásnak, mely az adott filmre jellemzı érték.  
 
2.3.1 Lipidfilmek 
 
2.3.1.1  A membrán modellek, lipidfilm 
 
A lipidbıl készült Langmuir-filmeket bemutatása elıtt áttekintem, hogy milyen modelleket 
alkalmaznak a sejtmembrán modellezésére, és megindoklom, hogy miért választottam 
vizsgálataimhoz az egyrétegő lipidfilmet. 
Ha egy adott molekula sejtmembránnal való kölcsönhatását szeretnénk felderíteni, számos 
módszer áll rendelkezésünkre [Maget-Dana, 1999].  
Dolgozhatunk élı sejtekkel, in situ nyomonkövetve a folyamatokat, vagy akár a 
sejtmembrán egy izolált darabjával végezhetem vizsgálatokat. A membrán ekkor tükrözi a 
legjobban a természetes összetételt, hátránya viszont, hogy éppen a sejtmembrán nagyfokú 
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komplexitását okozó - különbözı lipidek, fehérjék, stb. – miatt csak „globális jelenségeket” 
tudunk vizsgálni. Ezért, ha egy speciális kölcsönhatást szeretnénk vizsgálni, a komplex 
membrán helyett célszerőbb egyszerőbb membránmodellt alkalmazni. 
A modell membránok kiválasztásában több lehetıségünk is van. A leggyakrabban, már több 
évtizede használt az ún. bilayer lipid membrane (BLM) [Tien, 1974], amit legfıképpen 
iontranszport folyamatok feltérképezése során alkalmaznak. A lipid vezikulák is széleskörben 
elterjedt modellek [Eytan, 1982]. A kísérleteket technikailag könnyő végrehajtani, és 
különbözı spektroszkópiás analízisek is elvégezhetık. A vezikula belsejében lévı vizes fázis 
alkalmassá teszi a membránt permeabilitással kapcsolatos vizsgálatokra. Elınyei mellett 
azonban több hátrányával is számolnunk kell. Számos lipidbıl nem lehetséges jól definiált 
szerkezető vezikulák gyártása, például akkor, ha a lipid gél-folyadékkristály átmenet 
hımérséklete nagyobb, mint a szobahımérséklet. A másik probléma, hogy nehéz méret és 
rétegszám tekintetében homogén vezikulaszuszpenziót elıállítani, emellett a vezikulák 
gyakran aggregálódnak és spontán fuzionálnak. További hátránya, hogy nagy a részecskék 
görbületi sugara, ami a lipid poláris fejcsoportjainak nem kedvezı. 
Az egyrétegő membrán modell számos elınnyel rendelkezik a kettısrétegővel szemben. A 
lipid egyréteget Langmuir-kádban állíthatjuk elı, mely kiváló modell a kétdimenziós filmbeni 
molekuláris kölcsönhatások tanulmányozására. Szabadon változtatható a lipidösszetétel, a 
film tömörsége a szubfázis összetétele, hımérséklete. Emellett stabil, homogén, jól definiált 
ez a kétdimenziós rendszer. A biomembránok egyszerő modelljéül szolgál, annak ellenére, 
hogy lényegesen egyszerőbb, mint a tényleges sejtmembrán [Brezesinski, 2003., Maget-Dana, 
1999]. Az egyrétegő lipidfilm a sejtmembrán egy részét modellezi, ezért bizonyos 
vizsgálatokra, így a transzmembrán folyamatok tanulmányozására kevésbé alkalmas. Más 
jellegő vizsgálatoknál viszont éppen egyszerősége jelenti az elınyt, így például kitőnıen 
alkalmas a membrán felszínén zajló folyamatok, például enzimatikus reakciók 
tanulmányozására [Brezesinski, 2003]. Modellezhetjük azt is, hogy mi történik, milyen 
kölcsönhatásokkal számolhatunk, ha egy vízoldható fehérje az extracelluláris mátrixból (sejtet 
kívülrıl körülvevı közeg) a célsejt membránjához ér [Marsh, 1996.; Feng, 1999]. Értékes 
információk nyerhetıek az egyes hatóanyagok membránszerkezetre, permeabilitásra 
gyakorolt hatásáról, valamint a hatóanyag penetrációjáról, a lipidrétegbe való behatolás és 
beépülés módjáról. A lipid + hatóanyagból készített keverékfilm tiszta lipidfilmmel való 
összehasonlítása, kvantitatív analízise információt szolgáltat arról, hogy a hatóanyag 
módosítja-e a lipidfilm kompresszibilitását és stabilitását. Ha a keverékfilmet egymás után 
többször komprimáljuk, illetve expandáljuk azt is megtudhatjuk, hogy milyen mértékben 
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képes a hatóanyag a lipidfilmben maradni, illetve milyen mértékben szorul ki abból, mely a 
lipid-hatóanyag egymáshoz való affinitásáról ad információt.   
A hatóanyag biológiai megoszlását a sejtmembrán és a sejtplazma, valamint a 
sejtmembrán és a sejten kívüli tér közötti az n-oktanol és víz megoszlásával modellezhetjük.  
Az n-oktanol/víz megoszlási hányados logaritmusa adja egyes molekulák lipofilitását értékét 
[Takácsné és Völgyi, 2005], mely a farmakokinetikai tulajdonságok meghatározása 
szempontjából kulcsfontosságú adat. A lipofilitás hatással van a hatóanyag adszorpciójára, 
receptorokkal való kölcsönhatására, a molekula toxicitására és metabolizmusára, valamint a 
hatóanyag szervezeten belüli eloszlására. 
Minél nagyobb egy anyag megoszlási hányadosa, annál nagyobb a lipofilitás mértéke, tehát az 
adott molekula annál inkább a hidrófób környezetet részesíti elınyben. Ilyen, lipofil 
környezetet biztosít a molekulák számára a sejtmembrán lipid kettısrétege. Természetesen, 
kis megoszlási hányadossal bíró anyagok pedig a hidrofil környezetet részesítik elınyben. 
Ilyen, hidrofil környezetet biztosít például a vérszérum [Takácsné és Völgyi, 2005]. 
Az n-oktanol/víz megoszlási hányados (P) az n-oktanolban illetve vízben levı hatóanyag 
egyensúlyi koncentrációjának hányadosa. 
 
[ ]
[ ]v
o
hatóanyag
hatóanyag
P =        9. egyenlet 
Amennyiben a vizsgált molekula disszociábilis csoportokat is tartalmaz, ezek pK értékkel 
jellemezhetı disszociációs állapota befolyásolja a megoszlást, amit a megoszlási hányados 
számolásánál figyelembe kell vennünk. Ha nem ismerjük a vizsgált vegyület pKa értékét, és 
nincs lehetıségünk P értékének korrekciójára, akkor a megoszlási hányados helyett 
látszólagos megoszlási hányadost (Papp) használunk.  
 
2.3.1.2 A lipidfilm tulajdonságai 
 
A lipidfilmek két dimenziós  izotermája nagymértékben függ a lipid típusától (pl. töltéssel 
rendelkezı vagy semleges, alkillánc hosszúsága) és a hımérséklettıl. Vizsgálatainkhoz 
neutrális 16, illetve 18 szénatomszámú alkilláncokat tartalmazó lipideket használtam, a 
méréseket pedig 23 oC-on végeztem, ezért az izotermát ilyen körülmények között mutatom 
be. A 4. ábrán dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC) lipid izotermája látható, melyen 
megfigyelhetjük a jellegzetes szakaszokat [Chi et al., 2004]. Több lipid komponenst 
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tartalmazó film esetén nem mindig jelenik meg az LE-LC átmenetre jellemzı platószakasz 
[Birdi, 1989], például az általam használt keverék lipid (foszfolipon) esetén sem mérhetı ki.  
 
 
 
4. ábra 
A DPPC film oldalnyomás-terület izotermája, 23 °C-on [Chi et al., 2004]. 
 
2.3.1.3 A lipidfilm használatának áttekintése 
 
A monoréteg technika az utóbbi két évtizedben igen elterjedt lett, mivel egyszerő 
eszköz alkalmazásával értékes információt szolgáltat a molekuláris kölcsönhatásokról 
[Maget-Dana, 1999.; Deleu, 2005]. Egyre több közlemény jelenik meg különbözı 
hatóanyagok, gyógyszerjelölt molekulák biológiai membránhoz való affinitásának 
tanulmányozásáról. Az ilyen vizsgálatok gyógyszerészeti, gyógyászati jelentısége nagy, 
mivel hozzájárulnak ahhoz, hogy a hatóanyag hatásmechanizmusát fel tudjuk deríteni, illetve 
megfelelı gyógyszerhordozó rendszereket fejleszthessünk. 
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Jablonowska és munkatársai ibuprofén hatóanyag koncentrációjának hatását vizsgálták 
(DPPC) monoréteg modellen [Jabłonowska et al., 2007]. Megállapították, hogy a hatóanyag 
kis koncentrációban elısegíti a lipidréteg kondenzációját, míg nagyobb koncentrációban 
alkalmazva a hatás ellentétes, vagyis a lipidréteg szerkezetét fellazítja, megbontja. Deleu 
hasonló vizsgálatokat végzett. Egy, a Bacillus subtilis által termelt lipopeptid, a fengycin 
DPPC monorétegre gyakorolt hatását vizsgálták. Megállapították, hogy a fengicin kis 
koncentrációban szignifikánsan nem módosítja a lipidréteg szerkezetét, közepes 
koncentrációban megnöveli a fluiditást, nagy koncentrációban pedig teljesen megbontja a 
rendezett lipidréteget [Deleu, 2005]. Ezeknek a változásoknak fontos szerepe lehet a 
membránfunkcióban. Hasonló következtetésre jutottak Fa és munkatársai egy antibiotikum 
(azitromicin) membránnal való kölcsönhatását tanulmányozva [Fa et al., 2006]. A molekula 
beépülése az egyrétegő lipidfilm hidrofób láncai közé szélesítette a fázisátmeneti tartományt. 
A membránalkotó molekulák rendezettségének és fluiditásának ilyen irányú változása növeli 
a membrán permeabilitását, ami összefüggésben van az azitromicin sájtmembránon át történı 
transzportra gyakorolt befolyásával. A kísérleti munkák mellett molekuladinamikai 
szimulációról is beszámolnak, ami szintén a rendezett lipidréteg és a hatóanyag molekula 
kölcsönhatásának megismerésére irányul [Pickholz et al., 2007]. Eszerint a hatóanyag, 
töltésállapotától függıen a lipidréteg felszínén, vagy az alkilláncok között helyezkedett el. Az 
eredményekbıl számított paraméterek a lipidfilm rendezettségének csökkenésére mutattak. 
 A Langmuir-réteges módszerben a membrán összetétele az egykomponenső 
lipidfilmhez képest tetszılegesen módosítható, miáltal a biológiai membrán összetételét 
közelítı modellrendszerhez jutunk. Zhao és Feng az egyik legelterjedtebben használt 
rákellenes szer, a paclitaxel DPPC monoréteggel való kölcsönhatását vizsgálta, annak 
függvényében, hogy a lipidfilm mennyi koleszterint tartalmazott [Zhao és Feng, 2006]. A 
Langmuir-mérleges eredményekbıl megállapították, majd AFM és FTIR vizsgálatokkal is 
alátámasztották, hogy a koleszterinnek kondenzáló hatása van, ami gátolja a hatóanyag 
behatolást, és ennek klinikai következményei vannak. Ezzel összhangban van Banerjee 
értékes tapasztalata, ami ugyancsak a paclitaxel membránpenetrációjára vonatkozott [Preetha 
et al., 2006]. Az egészséges és rákos sejtek membránját eltérı összetételő monoréteggel 
modellezve arra a megállapításra jutott, hogy a hatóanyagbehatolás jelentısen kisebb a beteg 
sejteknek megfelelı monorétegbe, mint az egészséges sejt lipidfilmjébe. Ezt a különbséget a 
membrán összetételével, a beteg sejtmembrán nagyobb koleszterin és szfingomielin 
tartalmával hozta összefüggésbe. A membrán modell komponenseinek megfelelı 
megválasztásával a szelektív kötıdés is meghatározható. Erre példa egy gombaelleni 
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hatóanyag hatásmechanizmusának felderítése, amelyben a toxikus, és kevésbé toxikus 
származékok összehasonlításában fontos információt szolgáltatott a monoréteges technika 
[Hąc-Wydro et al., 2005]. 
Annak tanulmányozása, hogy a hatóanyag hogyan épül be a lipidfilmbe, abból a szempontól 
is fontos lehet, hogy megfelelı stabilitású, liposzómás gyógyszerhordozót tudjunk kialakítani. 
A miltefozin (rákellenes hatóanyag) orális terápiája súlyos mellékhatásokkal jár. Mivel az 
állatkísérletek alapján a hatóanyag liposzómás alkalmazása biztató eredményeket mutat, 
részletesen foglalkoztak a miltefozin, lipid, koleszterin monoréteges keverékrendszerek 
analízisével [Miñones Jr. et al., 2006]. A keverékizotermák analízise segítségével 
megállapították azt az összetételt, amelynél a legnagyobb liposzóma stabilitás várható.   
 A gyógyszerek jobb hatásának elérése érdekében a hatóanyag molekula kémiai 
módosítása, illetve speciális szerepő molekulával való kapcsolása is ígéretes eljárás [Manea et 
al., 2005]. Pignatello és munkatársai egy modell hatóanyagot kétféle olyan molekularészlettel 
kapcsoltak, amelyek várhatóan megnövelik a membránhoz való affinitását [Pignatello et al., 
2006]. A módosítás hatását monoréteges, valamint liposzómás rendszerekben, továbbá 
differenciál szkenning kalorimetriás módszerrel követték. A konjugátumok viselkedésének 
összehasonlítása azt mutatta, hogy nem egyszerően a lipofilitás növelés, hanem az 
amfipatikus jelleg fokozása az, ami elısegíti a membránnal való kölcsönhatást.  
 A tüdı mőködéséhez nélkülözhetetlen, tüdı felületaktív anyagnak nevezett keverék 
egyik fı komponense is lipid, a DPPC. Emellett más fontos, fehérjetípusú komponenseket is 
tartalmaz. Ezek hatását, és a tüdıfunkciót befolyásoló, segítı és gátló mechanizmusokat 
részletesen tanulmányozták Perez-Gil és munkatársai [Serrano és Perez-Gil, 2006]. A DPPC 
tüdıbeli jelenlétébıl adódik a következtetés, hogy a tuberkulózis kezelésére alkalmas 
hatóanyagot DPPC-s liposzómás gyógyszerhordozóval célszerő a szervezetbe juttatni. Ehhez 
végzett monoréteges modell kísérleteket Banerjee és munkatársa a monorétegek dinamikus 
vizsgálatával [Chimote és Banerjee, 2005]. 
A DPPC izoniazid (INH) hatóanyaggal kevert monorétegeit olyan sebességgel komprimálták, 
amely a tüdımőködés során tapasztalható. Megállapították, hogy az INH, valamint a 
rifampicin és az etánbutol hatóanyagok meg változtatják a lipidfilm dinamikus paramétereit, 
ami felhasználható a liposzómás tuberkulózis terápiában. A kevert filmek mellett a 
hatóanyag-lipid kölcsönhatást oly módon is vizsgálják, hogy a lipidet nem tiszta vízre, hanem 
a hatóanyag oldatára terítik. Amennyiben az így kialakuló film és tiszta vízfelszíni lipidfilm 
szerkezete között eltérés mutatkozik, az egyértelmően jelzi a hatóanyaggal való kölcsönhatást. 
Ohe és munkatársai polimixin B (PMB) antibiotikum oldatára terített DPPC és DMPG 
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(dimirisztoil-foszfatidilglicerol) filmek vizsgálata során azt tapasztalták, hogy míg a DPPC 
filmje teljesen megegyezik, a DMPG filmje különbözik a tiszta vízre terített filmhez képest, 
mely az elektrosztatikus kölcsönhatás szerepére utal [Ohe et al., 2004].  
 
2.3.2 Polimerfilmek 
 
Kevés polimerre jellemzı a víz/levegı felületen történı szabályos filmképzés, egy részük 
azonban jó vízoldhatósága ellenére stabil egyrétegő filmet képez. Az ilyen polimerek 
monomeregységei amfipatikus természetőek pl: poli(tejsav) (PLA), poli(tejsav-glikolsav 
(PLGA), poli(etilén-oxid) (PEO), poli(dimetil-sziloxán) (PDMS). A molekula oly módon 
orientálódik a felületen, hogy maga a polimerlánc a határfelületben, míg az oldalláncok vagy 
csoportok a polaritásuknak megfelelıen a fázisok belseje felé irányulnak. Ez az elrendezıdés 
bizonyos mértékő flexibilitást biztosít a molekuláknak, melybıl a polimer monorétegek 
sajátos viselkedése következik. A film komprimálása során a molekula egyes szegmensei 
kiszorulhatnak a határfelületbıl, és beoldódhatnak a szomszédos fázisba [MacRitchie, 1990]. 
A felületi és a beoldódott részek között az adott állapotú filmnél egyensúly áll fenn, mely az 
összenyomás során a felületbıl kiszoruló szegmensek javára tolódik el. Sajátos összefüggés 
áll fenn a film összenyomhatósága és oldalnyomása között. Kis oldalnyomás értéknél relatíve 
nagy a film kompresszibilitása a kiszoruló szegmenseknek köszönhetıen, majd közepes 
oldalnyomásnál, ahogy a láncok tömörebb illeszkedést mutatnak, a filmek kompresszibilitása 
lecsökken. Az oldalnyomás további növekedésekor az újabb szegmens-kiszorulásnak 
köszönhetıen ismét növekedik a kompresszibilitás. Ezt a sajátos viselkedést mutatja az 
általam vizsgált polimer, a PLA is, azzal az egyedi vonással, hogy az LE-LC állapot között 
megjelenik a fázisátmenetnek megfelelı plató [Boury et al.,  1994;  Boury et al., 1993]. A 
fázisátmenet során a két fázis együtt van jelen. Ezen a szakaszon atomi erı mikroszkópiás, 
valamint röntgensugár reflexiós vizsgálatok tanúsága szerint mikrodomének jelennek meg, 
melyek vastagsága 4,4 nm, ez közel kétszerese az ıket körülvevı monoréteg 2,6 nm 
vastagságának [Boury et al., 1999]. 
Számos kutató foglalkozik a PEO, valamint a PEO tartalmú blokk kopolimerek Langmuir-
filmjeinek viselkedével is. A felületi koncentráció-oldalnyomás kapcsolatát a skálázási 
szabállyal értelmezték [Kuzmenka et al., 1988; Myrvold et al., 1999].  
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Ennek alapján: 
( )12/2 −≈ ννΓΠ                             10. egyenlet 
 
Ahol П az oldalnyomás, Г a felületi koncentráció, ν a kizárt térfogat kritikus exponense. 
Az izoterma egyes szakaszait a polimerlánc különbözı konformációi, illetve az egyes 
konformációk közötti átmenetek segítségségével tudjuk értelmezni. Az ojtott polimerek 
esetén alkalmazott elmélet alapján megkülönböztethetünk palacsinta (pancake), gomba 
(mushroom) valamint kefe (brush) állapotokat [De Gennes, 1980] az alapján, hogy a láncvégi 
PEO-blokkok a lánc közepén lévı PPO-blokkhoz képest hogyan helyezkednek el [Richards et 
al., 1996]. Kis oldalnyomású tartományban a polimerláncok teljes hosszukban a határfelületi 
rétegben helyezkednek el, és palacsinta-szerő, lapos konformációt vesznek fel (5.a. ábra). Az 
oldalnyomás növekedésével egyre több hidrofil szegmens szorul ki a felületi rétegbıl és hatol 
a vizes szubfázisba, gomba alakot öltve (5.b. ábra), majd  még szorosabb illeszkedésnél a 
PEO-láncok a szubfázisban kefére emlékeztetı alakzatot alkotnak (5.c. ábra). Az 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópia (SFG) mérések is azt mutatják, hogy jellemzıen a 
hidrofób PEO blokk van jelen a víz-levegı felületen [Chen, et al., 2003], mely a kompresszió 
növelésével rendezett szerkezetővé válik. Ezt a rendezettséget csak a relatíve hosszú PEO-
láncok csökkentik [Kiss et al., 2006]. 
 
                      
 
5. ábra 
A PEO-PPO-PEO filmek kompressziója során bekövetkezı konformációváltozások.  
a, palacsinta, b, gomba, c, kefe állapotok 
 
Munkám során azt vizsgáltam, hogy a PLA filmképzı tulajdonságait hogyan 
befolyásolják különbözı PEO tartalmú blokk kopolimerek, ha azokat különbözı arányban a 
PLA filmhez keverem. PLA és PLA+blokk kopolimerekbıl képzett keverékfilmmel 
 
 
 
a 
 
 
b 
 
 
c 
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modelleztem a gyógyszerhordozó felszínét, majd a különbözı összetételő filmek 
biokompatibilitásának tesztelése céljából fehérjével való kölcsönhatásukat vizsgáltam. 
 
2.4 Langmuir-Blodgett-filmek 
 
Irving Langmuir és Katherine Blodgett oldotta meg az egyrétegő Langmuir-film szilárd 
hordozóra történı átvitelét, aminek révén a Langmuir – Blodgett (LB) film keletkezik.  Az ily 
módon elıállított filmet különbözı szerkezetvizsgáló módszerekkel tanulmányozhatjuk, pl. 
atomi erı mikroszkópiával, vagy nagy felbontású röntgenszórással. 
A szilárd hordozóra való átvitel célja lehet felületmódosítás (korrózióvédelem, 
nedvesedésszabályozás, stb.), amihez gyakran egyetlen molekularéteg átvitele elegendı. Más 
esetben vastagabb film elıállítására lehet szükség, (pl. optikai vagy szenzorikai alkalmazás), 
ami szintén lehetséges az LB-módszerrel. A filmátvitel sokszor ismételhetı ekkor szabályos, 
egyenletes vastagságú filmek keletkeznek, amelyben a molekulák speciális periodikus 
elrendezıdést mutatnak. A Langmuir-, és LB-filmeknél a molekulák elrendezıdése, vagyis a 
film szerkezete kulcskérdés, az ezek felderítésére alkalmas módszerek közül fluid 
határfelületen csak kevés alkalmazható (pl. ellipszometria, összegfrekvencia-keltési 
spektroszkópia, IR-reflektometria, Brewster-szög mikroszkópia. Más módok, pl. a Szenning 
elektron mikroszkópia (SEM) a film szilárd hordozóra való átvitelét kívánja [Deák et al., 
2005]. 
 
2.4.1 Az LB-film elıállítása 
 
 A szilárd hordozó (szubsztrátum) folyamatos, lassú, egyenletes, függıleges mozgatásával 
átszakítjuk a Langmuir filmet, ami bevonja a szubsztrátumot egy molekularéteg vastagságban 
[Kiss, 2005]. Az elsı réteg felvitele után további rétegek felvitele lehetséges. A film átvitele 
egy motoros lift segítségével történik, mely a kívánt sebességgel húzza ki, illetve süllyeszti le 
a hordozót. Biztosítani kell, hogy a filmhúzás során a vízfelszínen úszó film állapota, 
tömörsége ne változzék. Ez az oldalnyomás állandó értéken tartásával érhetı el, oly módon, 
hogy a molekulák rendelkezésére álló területet a gátak mozgatásával folyamatosan 
csökkentjük, a szilárd hordozóra átvitt mennyiség függvényében.  Fontos a filmhúzás sikere 
szempontjából az optimális oldalnyomás megválasztása. Ezt az adott anyag elızesen felvett 
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izotermájának ismeretében tudjuk meghatározni. Fontos szempont az is, hogy a molekulák 
illeszkedése kellıen tömör legyen, és ne legyen a kollapszusnyomás közelében.  
A filmhúzás sikerét a transzferarányból (TR) állapítjuk meg: 
TR = a szubfázis felületérıl a szilárd hordózóra átvitt egyrétegő film területe,állandó oldalnyomás mellett 
a szubfázisba merített szilárd hordozó területe 
 
11. egyenlet 
Az egyhez közeli érték valószínősíti a filmhúzás sikerét. 
 
2.4.2 Szubsztrátumok 
 
A szilárd hordozó megválasztását alapvetıen befolyásolja az, hogy hidrofil, vagy hidrofób 
felületet kívánunk elıállítani.  Amennyiben hidrofób monoréteg elıállítása a cél, hidrofil 
hordozót választunk, melyet még a Langmuir-film létrehozását megelızıen a szubfázisba 
merítünk. Erre alkalmas szubsztrát a gondosan tisztított üveglap, vagy a frissen hasított 
csillám. A hordozó vízbıl való kihúzásakor a hidrofil fejcsoportok feltapadnak az ugyancsak 
hidrofil szubsztrátumra, a hidrofób molekularészlet pedig a levegıvel érintkezik.  
Ha hidrofil réteget szeretnénk, akkor az elızıvel megegyezı módon járunk el, azonban a 
hordozóknak hidrofób felületőnek kell lennie. Alkalmas például a hidrofobizált (szililezett) 
üveglap.  
 
2.5 Felületvizsgáló módszerek 
2.5.1 Összegfrekvencia-keltési spektroszkópia (SFG) 
 
Felületérzékeny, nemlineáris optikai módszer, mellyel a határfelületi jelenségek nagy 
érzékenységgel, in situ, roncsolásmentesen tanulmányozhatók. A méréshez szükséges egy 
rögzített hullámhosszú, látható tartományban mőködı, valamint egy hangolható, infravörös 
tartományban mőködı lézer. A mérés azon alapszik, hogy az összegfrekvenciás reflektált 
intenzitás rezonanciaszerően felerısödik, ha a gerjesztı infravörös sugár frekvenciája 
megegyezik egy, a felületi fázisra jellemzı rezgési átmenet frekvenciájával. A gerjesztı IR 
sugárzás frekvenciájának változtatásával megmérhetı a felületi határrétegben jelenlévı 
molekulák rezgési spektruma. A kapott jel kizárólag a felületi fázisban lévı molekulákról, és 
a felületen bekövetkezı változásokról ad információt. 
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A mérések a mintára beesı infravörös és látható hullámhosszú tartományba esı nyalábok, 
illetve az abból kilépı összegfrekvenciás jel polarizációjának különbözı kombinációi mellett 
végezhetık el. A különbözı kombinációkkal mért spektrumok összehasonlításával a spektrum 
kialakulásában résztvevı molekulák elrendezıdésérıl, orientálódásáról, illetve kedvezı 
esetben konformációjáról kaphatunk információt [Bertóti et al., 2003.; Keszthelyi et al., 
2005].  
Az egyrétegő lipidfilm különbözı molekulákkal való kölcsönhatását számos kutató vizsgálta 
összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával. Wurpel és munkatárasi DNS molekulák kationos 
lipiddel való kölcsönhatását vizsgálták. [Wurpel et al., 2007]. A DNS-lipid komplex 
képzıdése során a felületi víz szerkezete, a molekulák orientációja megváltozik, melyet a 
vízmolekulák rezgésének eltolódásából határoznak meg. Más kutatócsoport dimirisztoil-
foszfatidilkolinból (DMPC) készített Langmuir-film Grandimicin A fehérjével való 
kölcsönhatásának köszönhetı változását vizsgálták. A részlegesen deuterált lipid használata 
lehetıvé tette az alkil láncok, illetve a fejcsoport orientációváltozásának egymástól független 
vizsgálatát [Gibum et al., 2003]. Ohe és munkatársai a polymyxin antibiotikum lipidfilmre, 
mint membrán modellre kifejtett hatását kutatva azt tapasztalták, hogy a neutrális DPPC film 
CH vegyértékrezgési SFG spektruma nem változik, ha az antibiotikum oldatán hozzák létre a 
filmet. Azonban, ha a negatív töltéső DMPG film spektrumát nézték, az antibiotikum oldatán 
képzett film esetén 2850 cm-1-nél megjelent egy nagy intenzitású –CH2 csúcs (aszimmetrikus 
CH vegyértékrezgés), mely a tiszta víz oldatán nem volt detektálható. Az eltérés arra enged 
következtetni, hogy negatív töltéső oldalon megnövekszik a membrán fluiditása/ 
permeabilitása, mely kulcsszerepet játszik az antibiotikum hatásának kifejtésében [Ohe et al., 
2004]. 
 
2.5.2 Atomi erı mikroszkópia (AFM) 
 
Az atomi erı mikroszkópia kiválóan alkalmazható biológiai minták vizsgálatára, mert 
nem igényel olyan elıkészítési eljárásokat pl. vákuumot, alacsony hımérsékletet, mint a 
hagyományos elektronmikroszkópos technikák. A mérırendszer lehetıséget ad a felület 500-
50 nm-es, sıt akár még finomabb felbontású vizsgálatára is. AFM segítségével vizes 
közegben, akár élı sejteket is lehet vizsgálni. AFM alkalmazásával vizsgálható a Langmuir-
típusú filmek szerkezete is, ha azokat elızetesen, Langmuir-Blodgett technikával szilárd 
hordozóra visszük. 
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Számos kutató vizsgálta ezzel a módszerrel a lipid monorétegnek különbözı molekulákkal 
való kölcsönhatása következtében megváltozott szerkezetét. Ezt a mőszer nagy felbontása 
teszi lehetıvé. Chimote és Banerjee a mikobaktérium egyik sejtfalalkotó lipidjének, az ún. 
cord faktornak DPPC monorétegre - mely a tüdı felületaktív anyagának (surfactant) 
modellezésére szolgált - gyakorolt hatását vizsgálta [Chimote és Banerjee, 2005]. A DPPC 
monorétegbıl húzott egy rétegő LB film AFM felvétele sima, homogén felületet mutatott, 
míg a cord faktorral kevert filmben aggregátumok jelentek meg, megnövekedett az érdesség.  
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3 Célkitőzés  
 
A disszertáció célja biológiai szempontból fontos, fluid határfelületeken zajló 
folyamatok tanulmányozása, illetve modellezése volt. A kutatás három fı részében a 
következı vizsgálatokat terveztem: 
 
1. Biológiailag aktív komponenseket is tartalmazó búzafehérjék fluid határfelületi        
tulajdonságainak meghatározása és annak felderítése, hogy a határfelületi viselkedés 
összefüggésbe hozható-e a biológiai funkcióval.  
 
 a, Víz/levegı felületi, és víz/dodekán határfelületi adszorpció vizsgálata felületi feszültség   
mérésével, valamint az adszorpciós réteg reológiai tulajdonságainak meghatározása 
 b, Jól ismert tulajdonságú referenciafehérjék kiválasztása, és a fenti mérések 
elvégzéseezekkel is. A referenciafehérjékre kapott eredmények segítségével a 
búzafehérjék határfelületi tulajdonságainak értelmezése. 
 
2. Tuberkulózis elleni hatóanyagok lipid modellmembránnal való kölcsönhatásának 
jellemzése.  
 
      A Langmuir-mérlegben létrehozott egyrétegő lipidfilmet széleskörően alkalmazzák a 
sejtmembrán egyszerő modelljeként különbözı folyamatok vizsgálatára. Ezt az 
„alapmódszert” felhasználva a lipid-hatóanyag kölcsönhatás átfogó jellemzését terveztem, 
egyrészt a hatóanyag+lipid keverékfilmjének, másrészt a hatóanyag lipidfilmbe való 
penetrációjának, harmadrészt a hatóanyag oldatára terített lipidfilm vizsgálatával.  
 
a, Az izoniazid hatóanyag és peptidkonjugátuma víz/levegı felülethez, és lipidréteghez 
való affinitásának összehasonlítása, melynek eredményeibıl következtetni kívántam arra, 
hogy befolyásolja-e a konjugátum a hatóanyag membránba  való behatolásának 
képességét. 
b, Három új hatóanyagjelölt (TB2, TB5 és TB8) polaritásának jellemzése és lipidréteggel 
való kölcsönhatásának vizsgálata alapján a sejtmembránon való átjutás valószínőségének 
becslése. 
31 
 
c, A legígéretesebb molekulák esetén a felületi réteg szerkezetének jellemzése 
felületvizsgáló módszerekkel (összegfrekvencia-keltési spektroszkópia, atomi erı 
mikroszlópia). 
 
3. Biodegradábilis gyógyszerhordozó polimer felszínének modellezése, szintén Langmuir- 
filmek segítségével. 
 
a,  A hidrofób poli(tejsav) filmek módosítása különbözı hidrofil Pluronic adalékokkal, 
melytıl a biokompatibilitás növekedését vártam. 
b, A hatóanyag-sejtmembrán kölcsönhatás vizsgálatára kidolgozott penetrációmérés 
alkalmazása a polimer gyógyszerhordozó felület fehérje adszorpciójának vizsgálatára. A 
különbözı összetételő polimerfilmek fehérjeadszorpciójának mértékébıl a 
biokompatibilitásra következtettem. 
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4 Kísérleti anyagok és módszerek 
 
4.1 Kísérleti anyagok 
4.1.1 Fehérje adszorpciós és reológiai vizsgálatok 
 
A fehérje adszorpciós és dilatációs reológiai mérések során búzafehérje kivonatok, valamint 
összehasonlításként az alábbi referenciafehérjék vizes oldatát használtam: 
1. marha szérum albumin (BSA): min. 96%-os tisztaságú, liofilizált, V. frakció (Sigma-
Aldrich Kft. Magyarország). 
2. ovalbumin (OVA): tyúktojásból származó, grade V, min. 98%-os tisztaságú, kristályosított, 
liofilizált (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
3.  β-laktoglobulin (β-LG) min. 80%-os tisztaságú (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
4.  Tripszin (TRS) (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
5. Citokróm c (CYT C): min. 95%-os tisztaságú (HPCE) (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
6. β-amiláz  (β-AM): árpa malátából származó, liofilizált (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
 
A referenciafehérjék fontosabb adatait az 1. táblázat tartalmazza. 
Fehérje BSA OVA β-LG TRS CYT C β-AM 
Moláris tömeg 
 (g/mol) 
69.000 44.000 18.400 23.800 13.400 56.350 
Izoelektromos pont 5,01 4,08 5,03 10,5 10,05 6 
Töltés pH=7 esetén 
(db/molekula) 
-18 -12 -5 - 6 - 
Felületi hidrofobitás  
relatív értékei 
[Wahlgren, 1992] 
10,33 1,33 4,41 - 0 - 
Cisztein  
(db/molekula) 
35 4 5 12 2 4 
S-S hidak száma 
(db/molekula) 
17 1 2 6 0 0 
Szerkezet 
Kevéssé 
merev 
Kompakt 
globuláris 
Kompakt 
globuláris 
- - - 
Méret / nm 
Szivar alakú, 
14x4x4 
Gömb alakú, 
Átmérı:5,5 
Gömb alakú 
Átmérı:3,6 - 
Ellipszoid 
3x3,4x3,4 
- 
D / m2s-1 6*10-11 7*10-11 7,48-11 - 11,4-11 - 
 
1. táblázat 
A referenciaként használt hat fehérje (BSA, OVA, β-LG, TRS, CYT C, β-AM) fontosabb adatai 
[Benjamins, 2003] 
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A Bánkúti búzából származó búzafehérje kivonatokat, a vízoldható albuminokat tartalmazó 
frakciót (A), valamint az ebbıl preparatív izoelektromos fókuszálással nyert további 20 
alfrakciót a Központi Élelmiszer-tudományi Kutatóintézetben (KÉKI) Dr. Hajós Gyöngyi és 
Horváthné Dr. Szanics Enikı készítették a Függelékben megadott eljárással. Az alfrakciókat 
1-tıl 20-ig sorszámmal jelölöm, izoelektromos pontjukat a Függelék F1. táblázata tünteti fel. 
Szintén a Függelékben mutatom be az albumin frakció, valamint a 2. alfrakció kétdimenziós 
(izoelektromos pont és relatív molekulatömeg szerinti) elválasztásának eredményét is, melyet 
szintén a KÉKI munkatársai készítettek [Szanics, 2004]. Az F2.a,b. ábrán jelzett foltok 
biológiai aktivitást mutató fehérjéket  tartalmaznak. 
A mérésekhez használt búzafehérje oldatok koncentrációja egységesen 0,1 g/l volt, 
amit a búzakivonatok esetében az egyes mintákra elvégzett Bradford-féle 
fehérjemeghatározás eredményét (l. Függelék) figyelembe véve, desztillált vizes hígítással 
állítottam be.  
A referenciafehérjék esetében három különbözı koncentrációban végeztem el a méréseket. 
Valamennyi búzafehérje frakció átlagos molekulatömege a 13.400 és 66.700 g/mol közé esik, 
így a 0,1 g/l-es oldatok anyagmennyiség-koncentrációban kifejezett értékei 1,5x10-6 és 
7,5x10-6 mol/l között változtak. Ezért a referenciafehérjék oldatait is e két szélsı értéknek 
választottam, valamint az összehasonlíthatóság érdekében alkalmaztam a 0,1 g/l-es 
tömegkoncentrációt is. Az egyes tömegkoncentrációk g/l-ben kifejezett értékeinek megfelelı 
mol/l-es értékeket – a 20 perces adszorpciós idıt követıen mért felületi feszültség értékekkel 
együtt – a 3. táblázat tartalmazza. A búzafehérjéket izoelektromos pontjukon, a 
referenciafehérjéket 5,5-ös pH-n – ami a CYT C-t és a TRS-t leszámítva szintén az 
izoelektromos pont környékén van – mértem.  
A mérésekhez használt dodekán 99,6%-os tisztaságú volt (Merck, Németország). A 
felhasznált kétszer desztillált víz tisztaságát felületi feszültség méréssel ellenıriztem. 
Tisztítószerek 
• Kénsav, 96%-os, laboratóriumi célra, Molar Chemicals Kft. 
• Hidrogén-peroxid, 30%-os, puriss. Molar Chemicals Kft. 
• Etanol 96%-os, puriss. Molar Chemicals Kft. 
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4.1.2 Lipid-hatóanyag kölcsönhatás vizsgálata 
 
A TBC elleni hatóanyagok egyszerő modell membránnal való kölcsönhatásának vizsgálata 
során az alábbi anyagokat használtam: 
 
A lipidfilm kialakításához: 
Phospholipon® 100 H, minimum 95% telített lipidet, ezen belül 85% sztearinsavat és 15% 
palmitinsavat tartalmazó foszfatidilkolin (Phospholipid® GmbH/Nattermann GmBH.  
Cologne, Németország)  
 
Hatóanyag és konjugátuma 
A TBC elleni terápiában használatos INH (Izoniazid), 99%-os tisztaságú (Sigma-Aldrich Kft. 
Magyarország, M=137,4 g/mol)  
 
6. ábra 
Az INH szerkezete 
 
Az INH peptiddel kapcsolt konjugátuma, az INH-redSer: INH-91SEFAYGSFVRTVSLPV106 
(M=1934,0 g/mol). A peptidet és az INH-t tartalmazó konjugátumot az MTA Peptidkémiai 
Kutatócsoportjában Dr. Bısze Szilvia és Horváti Kata szintetizálták. 
 
 
7. ábra 
Az INH-redSer szerkezete 
 
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In silico meghatározott hatóanyag-jelölt molekulák 
Ezek a hatóanyag-jelölt molekulák a Mycobacterium tuberculosis létfontosságú dUTPáz 
(dezoxiuridin-trifoszfatáz) enzimét [Chan et al., 2004] képesek gátolni. Az enzim 
kristályszerkezetének vizsgálata során számítógépes szimulációval az enzim aktív centrumába 
illeszkedı, azt blokkoló molekulákat választottak. Ezek közül három hatóanyag-jelölt lipiddel 
való kölcsönhatását vizsgáltam.
TB2: (M= 413,6 g/mol), C25H38N4O,  
 
8. ábra 
A TB2 szerkezete 
 
TB5 (M= 438,5 g/mol), C25H28N2O 
TB8 (M= 268,0 g/mol), C15H16N4O   
Utóbbi két molekula szerkezeti képlete szabadalmi okokból nem közölhetı, ezek a TB2-höz 
hasonlóan policiklusos, heteroaromás vegyületek. 
 
Oldószerek, tisztítószerek 
• kloroform 99,8%-os tisztaságú (Fisher Chemicals)  
• metanol 99,9%-os tisztaságú (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország) 
• n-oktanol 99,9%-os tisztaságú (Reanal) a lipofilitás vizsgálatathoz 
• diklórmetán 99,9%-os tisztaságú (Spectrum-3D Kft, új nevén VWR International 
Magyarország)  
• kétszer desztillált víz  
vezetıképessége  (<5 µS) és felületi feszültsége 23,0 ± 0,5 oC-on (>72,0 mNm-1)  
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4.1.3 Polimerfilmek biokompatibilitásának vizsgálata 
 
A különbözı összetételő polimerfilmek biokompatibilitásának vizsgálata során használt 
anyagok: 
Polimerek: 
Poli(tejsav), PLA (M= 106.000 g/mol,  Mw/Mn =1,62), (Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
 
9. ábra 
Poli(tejsav) szerkezete 
 
Különbözı összetételő poli(etilén-oxid)/poli(propilén-oxid)/ poli(etilén-oxid) PEO–PPO–PEO 
blokk kopolimerek: Pluronic 6400, Pluronic 6800, Pluronic 10500, és Pluronic 12700 (BASF 
Magyarország Kft.). A Pluronic kopolimerek összetételét a BASF Technische Information 
határozta meg, a középsı hidrofób PPO blokk, és a szélsı PEO blokkok molekulatömege 
alapján százalékban kifejezve.  
 
10. ábra 
A Pluronic általános képlete 
 
Az egyes Pluronic kopolimerek összetételét, és néhány fontos tulajdonságukat a 2. táblázat 
tartalmazza. 
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Pluronic 
típusa 
EO/PO/EO 
monomerek 
darabszáma 
M/ 
g/mol 
M [PPO]/  
g/mol 
m/m % 
[PEO] 
Mw/Mn (*) Tolv/ °C HLB 
6400 13/30/13 2870 1740 40 1,02 16 15 
6800 56/30/56 6710 1740 80 1,03 52 29 
10500 37/56/37 6500 3657 50 1,08 35 15 
12700 97/63/197 12200 3248 70 1,12 56 22 
 
2. táblázat 
A kísérletekhez használt polimerek fontosabb tulajdonságai [BASF, 1995]. M a relatív 
molekulatömeg, m/m% a PEO tömegszázaléka a teljes polimerben, Tolv a polimer olvadási 
hımérséklete, Mw/Mn a polidiszperzitás (számátlag molekulatömeg/tömegátlag molekulatömeg), HLB 
pedig a hidrofil-lipofil egyensúly.  
*  [Iván et al., 2004] 
 
Fehérje: 
Marha szérum albumin (BSA): min. 96%-os tisztaságú, liofilizált, V. frakció  
(Sigma-Aldrich Kft. Magyarország). 
 
Oldószerek, tisztítószerek 
• diklórmetán 99,9%-os tisztaságú (Spectrum-3D Kft, új nevén VWR International 
Magyarország)  
• kétszer desztillált víz  
vezetıképessége  (<5 µS) és felületi feszültsége 23,0 ± 0,5 oC-on (>72,0 mNm-1)  
 
4.2 Kísérleti módszerek 
4.2.1 Felületi feszültség mérése függıcsepp-profil analízissel 
 
Az oldatból történı adszorpciót a búzafehérje és referenciafehérje oldatok, valamint a 
TBC elleni hatóanyagok oldatai esetén felületi feszültség mérésével, függıcsepp-profil 
analízissel vizsgáltam. A határfelületen kialakult adszorpciós réteg dilatációs reológiai 
viselkedését, dinamikus felületi feszültségét szintén ezzel a módszerrel követtem nyomon. 
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4.2.1.1 Fluid felületi és határfelületi adszorpció 
 
Az oldat/levegı felületen, illetve oldat/dodekán határfelületen történı adszorpciót a 
felületi feszültség mérésével követtem. A felületi feszültséget statikus függıcsepp módszerrel 
mértem az OCA 15+ (Dataphysics, Németország) felületi feszültség - és peremszögmérı 
készülékkel, a csepp kialakításától 20 percen keresztül. A berendezés hengerszimmetrikus 
kapillárfelszínek, függı- vagy ülıcseppek profiljának elemzésébıl a Laplace-Young módszer 
segítségével a felületi feszültség meghatározására alkalmas. A készülék sematikus rajzát és 
fényképét a 11. és 12. ábra mutatja be.  
 
11. ábra 
A felületi feszültség mérésére használt mőszer sematikus rajza 
 
 
12. ábra 
A felületi feszültség mérésére használt mőszer fényképe 
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A vizsgálandó anyag vizes oldatából Hamilton fecskendıvel számítógép-vezérelt 
folyadékadagoló segítségével függıcseppet képeztem. Az oldat/levegı felület kialakításához 
a 8 l térfogatú cseppet 2 l/s-os sebességgel hoztam létre. A búza- és referenciafehérjék 
adszorpcióját a víz/olaj határfelületet modellezı oldat/dodekán határfelületen is vizsgáltam, 
ekkor a csepp végtérfogata 15 l volt. A felületi feszültség meghatározásához a csepp alakját 
digitális kamera rögzítette, mely közvetlen összeköttetésben állt a számítógéppel. A csepp-
profil analízisét, és a felületi feszültség számítását az SCA 20 (Dataphysics, Németország) 
program végezte. Az adatokat 10 kép/perc gyakorisággal győjtöttem. A felületi feszültséget 
az idı függvényében mértem, ezen kívül nyomonkövettem a csepp térfogatának és 
felületének változását is. Utóbbiak esetében törekedtem az állandóságra, ezért a küvettát 
lefedtem, és telített gızteret biztosítottam. Ezzel a technikával sikerült elérni, hogy a térfogat 
és a felület kevesebb, mint 4 %-kal változzék a mérés idıtartama alatt. Egy-egy rendszeren 
3-6 párhuzamos mérést végeztem. A 20 perc adszorpciós idıt követıen elért felületi és 
határfelületi értékek szórása általában néhány tized mNm-1 volt, bár néhány minta esetében 
ezt meghaladó érték adódott. A méréseket állandó hımérsékleten, 23,0 ± 0,1 oC-n végeztem. 
A búza- és referenciafehérje oldatok koncentrációját l. részletesen a 4.1.1. fejezetben, a TBC 
elleni hatóanyagokat 2-80 M koncentrációtartományban vizsgáltam. 
 
A mérések során használt üvegeszközök tisztítása frissen készített perkénsavval 
(koncentrált kénsav és hidrogén-peroxid 2:1 térfogatarányú keveréke) történt. A Hamilton 
fecskendıt és a hozzá illesztett tőt desztillált vizes és kétszer desztillált vizes áztatással és 
mosogatással tisztítottam. Dodekán esetén a desztillált vizes tisztítást alkoholos öblítés 
elızte meg. 
 
4.2.1.2 Fluid felületi és határfelületi dilatációs reológia 
 
A mérésekhez alkalmazott mőszer a fent említett OCA 15+ (Dataphysics, Németország) 
felületi feszültség - és peremszögmérı készülék. Folyadékadagoló rendszere lehetıvé teszi a 
folyadék fecskendıbe való visszaszívásával a csepp térfogatának, így felületének 
csökkentését. 
 
   Búza- és referenciafehérjék oldataival két különbözı dilatációs reológiai mérést végeztem: 
1. Öt különbözı adszorpciós idı - 1, 2, 5, 10, és 20 perc - után az adszorbeált 
fehérjefilmeket dilatációs deformációnak vetettem alá. A fehérjoldatból képzett függıcsepp 
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térfogatát állandó, 0,1 l/s-os sebességgel csökkentettem az eredeti térfogat 30%-ára (az 
eredeti felület kb. 40%-ára). A komprimálás során 120 kép/perc gyakorisággal győjtöttem a 
felületi feszültség adatokat. A mérésekbıl meghatároztam az adott fehérjéhez és adszorpciós 
idıhöz tartozó oldalnyomás (Π= γ0-γ) - terület adatpárokat, amibıl a határfelületi dilatációs 
modulusz számítható (ε) (12. egyenlet). A moduluszt 10 és 30 %-os felületcsökkenésnél 
határoztam meg. 
A
Πε
lnd
d
−=                                                     12. egyenlet 
2. Három különbözı adszorpciós idıt - 1, 5, és 10 perc - követıen az adszorbeált 
fehérjefilmeket az eredeti térfogat 50%-ára (az eredeti felület 60%-ára) csökkentettem gyors, 
2 l/s-os sebességgel. Öt perc elteltével a felületet ugyanilyen sebességgel eredeti 
nagyságára növeltem. A felületi feszültség adatokat folyamatosan győjtöttem. A mérésekbıl 
meghatároztam az adott fehérjéhez és adszorpciós idıhöz tartozó felületi feszültség - terület 
adatpárokat, és vizsgáltam az adszorbeált fehérjefilmek relaxációs viselkedését. A dilatációs 
modulusz értékeit az alábbi képlet segítségével számoltam:  
      
A
(t)Aε(t) 0
∆
∆
=
γ
                                                   13. egyenlet 
Ahol ∆γ a deformációt megelızıen és a deformációt követıen mért felületi feszültség 
különbsége, ∆A pedig a deformáció elıtti terület (Ao) és a deformációt követı terület 
különbsége. 
 
4.2.1.3 A TBC elleni hatóanyagok dinamikus felületi feszültsége 
 
A hatóanyagok esetén a csepp felületének csökkentésével nem elsısorban a reológiai 
tulajdonságokat kívántam vizsgálni. Mivel a statikus felületi feszültség mérése során nem 
tapasztaltam detektálható csökkenést, a csepp összenyomásával azt vizsgáltam, érzékelhetı-e 
a molekulák megjelenése a csökkentett felület esetén. A dinamikus felületi feszültség mérése 
során 15 perc adszorpciós idıt követıen a cseppet 0,1 l/s sebességgel komprimáltam. A 
mérésekhez a hatóanyagok és hatóanyag-jelöltek 2x10-6 M-os oldatait használtam, mely 
koncentráció a Langmuir-mérlegben végzett oldatraterítéses és penetrációs kísérletek 
szubfázisbeli koncentrációval egyezett meg. 
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4.2.2 Langmuir-mérleges mérések 
 
A lipid–hatóanyag kölcsönhatás, és a különbözı összetételő polimerek biokompatibilitásának 
vizsgálatához az egy molekula vastagságú filmeket Langmuir-mérlegben állítottam elı.  
A mérleg részei a teflonkád, a kád felületére helyezett mozgatható teflon gát, a 
számítógépvezérelt elektromérleg, valamint a hozzá csatlakozó Wilhelmy-lemez (13. ábra). 
 
 
13. ábra 
A Langmuir-mérleg sematikus rajza 
 
Wilhelmy lemezként platina helyett, melynek megtisztítása komoly nehézségekbe ütközik, 
eldobható kromatográfiás szőrıpapírt használtam (Whatman Chr1). Használat elıtt a 
szőrıpapírt kétszer desztillált vízben áztattam. A kádat és a gátakat diklórmetánnal és vízzel 
felváltva három-három alkalommal átmostam, a kádba töltött kétszer desztillált víz 
(szubfázis) tisztaságát felületi feszültség mérésével ellenıriztem. A mérések 23,0 ± 0,5 oC-on 
történtek. 
A Langmuir - mérlegben három különbözı típusú mérést végeztem: 
 
• több összetevıt tartalmazó keverékfilmek izotermáinak meghatározása 
• penetráció 
• oldatra terítés 
Az alábbiakban a három fajta mérés menetét részletezem. 
 
4.2.2.1  Keverékfilmek izotermáinak meghatározása 
 
 A vizsgálandó anyagot lipid és a lipid+hatóanyag keverékfilmek esetén kloroform/metanol 
3:1 arányú elegyében, a polimerek esetén pedig tiszta diklórmetánban oldottam, ezután 
Hamilton fecskendıvel cseppenként terítettem a szubfázis felületére. 15 percet vártam az 
Teflon kád 
  gát 
elektromérleg 
Wilhelmy - lemez 
víz 
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oldószer elpárolgására, majd a gátak mozgatásával meghatároztam az oldalnyomás-terület 
izotermát (14. ábra). 
 
 
14. ábra 
Keverékfilm képzése Langmuir-mérlegben: a vízfelszínre a vizsgálni kívánt keverék oldatát 
terítjük 
 
Minden alkalommal háromszor ismételtem meg a kompressziós-expanziós ciklust, mellyel a 
reprodukálhatóságot is ellenıriztem. Az oldalnyomás mérések pontossága ±0,05 mNm-1 volt.  
A gátak mozgatási sebessége 25,6 cm2/perc volt. 
Elıször felvettem az egy adott komponenst (lipidet, hatóanyagot, vagy polimert) tartalmazó 
tiszta oldalnyomás-terület izotermákat valamennyi anyagból, majd meghatároztam a 
keverékizotermákat is.  
A lipid, illetve a hatóanyagok filmjeit kis mérető kádban (6 cm x 18 cm x 0,6 cm) hoztam 
létre. Az egy oldott komponenst (lipidet, illetve az egyes hatóanyagokat INH, INH-redSer, 
TB2, TB5, TB8) tartalmazó oldatok töménysége 0,1 g/l volt, ebbıl terítettem a felületre 
meghatározott térfogatokat. A lipid+hatóanyag keverékének oldatai mindig 5:1 mólarányú  
(lipidre nézve ismét 0,1 g/l töménységőek) voltak.  
A polimerek filmjeit a nagy mérető kádban (55cm x 15cm x 0,5cm) hoztam létre. A tiszta 
PLA oldata 1 g/l-es volt, míg a PLA: Pluronic keverékeket különbözı összetétel-arányban 
készítettem el, 100:1, 100:4, 100:10, 100:20, 100:60 tömegarányban, úgy, hogy a PLA 
koncentrációja mindig 1 g/l legyen. Ezeket a különbözı összetételő rendszereket a könnyebb 
kezelhetıség érdekében a, b, c, d és e rendszereknek neveztem el. A különbözı arányú 
keverékeket valamennyi Pluronic mintával (Pluronic 6400, Pluronic 6800, Pluronic 10500 és 
Pluronic 12700) elkészítettem. Mind a tiszta PLA-oldatából, mind a PLA+Pluronic 
keverékébıl készített oldatból 100 µl-t terítettem a víz felszínére.  
 
Teflon kád 
  gát 
elektromérleg 
Wilhelmy - lemez 
víz 
 A vízfelszínre terített keverék az 
oldószer elpárolgását követıen 
43 
 
4.2.2.2 Penetráció 
A penetrációs vizsgálatok során adott tömörségő lipid vagy polimerfilmet képeztem, majd 
lipid esetén a szubfázisba injektáltam a hatóanyagot, polimer esetén a BSA-t. Ezeknél a 
méréseknél a polimerfilmeket is a kis mérető kádban hoztam létre, és keverékfilmhez használt 
oldatokat tízszeresére hígítva használtam.  
A mérések során elıször felveszek egy izotermát (teljes kompressziós/expanziós ciklus), majd 
a második ciklus kompressziós szakaszánál a kívánt tömörségő filmet elérve megállítom a 
gátakat. Öt percet várok, hogy a film elérje az egyensúlyi állapotot, ami lipidfilmnél 15 illetve 
20 mNm-1, polimernél pedig rendre 2,5, 5, 7,5, 10, 12 és 15 mNm-1 oldalnyomás értékeket 
jelent. Ezután aláinjektálom a hatóanyag 2x10-6 M-os szubfázisbeli végkoncentrációjú, vagy a 
BSA 0,05 g/l-es szubfázisbeli végkoncentrációjú oldatát. Ezt követıen egy órán keresztül 
detektálom az oldalnyomás változását.  
 
15. ábra 
Penetráció vizsgálata Langmuir-mérlegben: a vizsgálni kívánt anyagot a tömör film alá 
injektáljuk 
 
4.2.2.3 Oldatra terítés 
 
Szubfázisként ebben az esetben a tesztelni kívánt hatóanyag 2x10-6 M-os oldatát használtam. 
A lipid szubfázisra terítését megelızıen 30 percet vártam az oldott anyag vízfelszínen való 
adszorbeálódására. Ennyi idı elteltével már valamennyi anyag eléri az adszorpció közel 
egyensúlyhoz közeli állapotát, ez indokolja a várakozás idıtartamát. A terítést követıen a 
mérés megegyezı a fentiekkel.  
 
Teflon kád 
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16. ábra 
Oldatra terítés Langmuir-mérlegben: a lipidet a hatóanyagot tartalmazó oldatra terítjük 
 
4.2.3 Az oktanol/víz megoszlási hányados meghatározása TBC elleni hatóanyag-jelöltekre 
 
Az n-oktanol/víz látszólagos megoszlási hányados (Papp)  az n-oktanolban, illetve vízben levı 
hatóanyag koncentrációjának hányadosa egyensúlyi helyzetben, a pK értékek korrekcióba 
vétele nélkül [Takácsné és Völgyi, 2005]. A méréseket a referenciaként használt rázótölcséres 
módszerrel végeztem [Leo et al., 1971]. N-oktanolt és vizet 1:1 térfogatarányban tartalmazó 
rendszert 12 órán át rázógépen rázattam, melynek során a két fázis telítıdött egymással. Ezt 
követıen elválasztottam a két fázist egymástól, majd a hatóanyagot feloldottam az oktanollal 
telített vizes fázisban, (c1=3x10
-5 M) és 1 órán keresztül rázattam a megoszlási egyensúly 
elérése érdekében. A két fázis elválasztása elıtt a rendszert centrifugáltam (2000 rpm, 10 
perc), majd spektrofotométerrel mértem a vizes fázis abszorbanciáját. 
A kapott abszorbancia értékekbıl korábban felvett kalibrációs görbe segítségével 
meghatároztam a koncentrációt (c2). (A kalibrációs görbéket 227, 398, illetve 352 nm-es 
hullámhosszon vettem fel a TB2, TB5 és TB8 esetén, az adott anyag abszorpciós 
maximumának megfelelıen). A kezdeti (c1) és c2 ismeretében kiszámítottam az oktanolban 
lévı hatóanyag koncentrációját (c1-c2). A lipofilitást (log Papp) a 14. egyenlet szerint 
számolhatjuk: 
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ahol [hatóanyag]o és [hatóanyag]v a hatóanyag egyensúlyi koncentrációja oktanolban, illetve 
vízben. 
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4.2.4 Langmuir-Blodgett-film készítése 
 
Az általam meghatározott tömörségőre komprimált filmet Langmuir-mérlegben hoztam létre, 
majd Langmuir-Blodgett technikával vittem át egy réteget a szilárd hordozóra. A filmhúzás 
eredményességét a transzferarányból (TR) tudhatjuk (l. 11. egyenlet). Ha TR értéke egyhez 
közeli érték, a filmhúzás eredményesnek mondható. 
 A hordozót a szubfázisba merítettem, még mielıtt a filmképzı anyagot a vízfelszínre 
juttattam volna. Ezt követıen a penetrációs mérésnél leírtak szerint jártam el. A penetráció 
lezajlását követıen a hordozót 2 cm/perc sebességgel, filmlift segítségével húztam ki a 
szubfázisból (17. ábra). 
 
17. ábra 
Egyrétegő film átvitele a szubfázis felületérıl szilárd hordozóra 
 
Az oldalnyomást a filmhúzás ideje alatt mindvégig konstans értéken tartottam, ezzel 
biztosítva, hogy a filmet alkotó molekulák felületi koncentrációja és tömörsége ne változzék 
az átvitel során.  Az állandó oldalnyomást a gát szabályozott mozgása teszi lehetıvé, azáltal, 
hogy a filmhúzás sebességéhez mérten csökkenti a film felszínét.  
A hatóanyagok (INH-redSer és TB5) lipidfilmbe történı penetrációja esetén szilárd 
hordozóként frissen hasított muszkovit csillámot használtam. A hatóanyagot 20 mNm-1 
oldalnyomású lipidfilm alá injektáltam. Referenciaként egyrészt tiszta lipidfilmet is átvittem a 
hordozóra, másrészt a hatóanyag oldatában áztattam a hordozót a penetrációval megegyezı 
idıtartamig, annak tisztázására, hogy a hatóanyag adszorbeálódik-e a szilárd felületre a 
filmhúzás megkezdése elıtt. A csillám felületére húzott filmet vákuum exszikkátorban 
szárítottam, illetve tároltam az atomi erı mikroszkóppal történı mérésig. 
PLA+Pluronic keverékfilmek esetén a nedvesedés mérésekhez 20 mNm-1 oldalnyomású 
filmeket vittem át szilárd hordozóra.  
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4.2.5 Nedvesedés 
 
A szilárd hordozóra felvitt PLA+Pluronic keverékfilmek nedvesedését Wilhelmy-féle 
dinamikus nedvesedési erımérıvel határoztam meg. Az 1 cm/perc sebességgel végzett 
bemerítés és kihúzás során mért erık segítségével határoztam meg a haladó és a hátráló 
peremszögeket. A keverékfilm stabilitásának ellenırzése céljából a lap bemerítése és kihúzása 
között 20 perces áztatási periódust iktattam be. A nedvesedés mérése elıtt és azt követıen is 
megmértem  a víz felületi feszültségét, így ellenırizni tudtam  a Pluronic esetleges 
kioldódását a filmbıl. Valamennyi összetételő film estén három párhuzamos mérést 
végeztem. 
 
4.2.6 Összegfrekvencia-keltési spektroszkópia 
 
Az INH-redSer lipidrétegbe való penetrációját összegfrekvencia-keltési spektroszkópia 
segítségével is tanulmányoztam. Az összegfrekvenciás spektrumok felvétele céljából a 
Langmuir-mérleg a  összeépítésre került a spektrométerrel, így a lipid-hatóanyag 
kölcsönhatást in situ vizsgálhattam (18. ábra). Az összegfrekvenciás spektrumokat a litván 
EKSPLA cég által gyártott spektrométerrel győjtöttem. A látható fény tartományba esı, 
rögzített, 532 nm hullámhosszú lézersugár, valamint a hangolható infravörös lézersugarár 
Nd:YAG lézer segítségével állítható elı. A spektrumokat ssp-polarizációkombinációval (s-
polarizált összegfrekvenciás, s-polarizált látható, és p-polarizált infravörös sugárzás) 
győjtöttem, a keletkezı összegfrekvenciás jelet PMT detektor rögzítette. A zsírsavláncok, 
illetve az INH-redSer aminosav oldalláncainak metil- és metiléncsoportjaiból eredı C-H 
rezgési sávokat 2800-3000 cm-1 tartományban vettem fel.  
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18. ábra 
Az összegfrekvencia keltési spektrumok felvételéhez használt berendezés vázlatos felépítése. A 
látható fény tartományba esı, rögzített, 532 nm hullámhosszú lézersugár (zöld), és a  
hangolható infravörös lézersugár (piros) elıállítása a Nd:YAG lézer segítségével történt. A 
keletkezı összegfrekvenciás jelet PMT detektor rögzítette. 
 
A lipidfilmet a penetrációnál leírt módon hoztam létre. A kívánt tömörségig komprimáltam a 
réteget, megvártam, míg eléri az egyensúlyi állapotát, és felvettem 3-4 spektrumot. Ezt 
követıen különbözı területekre expandáltattam a filmet, és minden egyes pozícióban az 
elızıvel megegyezı módon mértem. Az INH-redSert 15 és 20 mNm-1 oldalnyomású film alá 
injektáltam, és a tiszta lipidnél alkalmazott területnagyságoknál győjtöttem spektrumokat. 
4.2.7 Atomi erı mikroszkópia (AFM) 
 
A mikroszkópot többféle üzemmódban mőködtethetı, de elvét tekintve 
valamennyiben közös, hogy egy laprugóra (cantilever) helyezett hegyes tő végigpásztázza a 
vizsgálandó felszínt, a tő és a felület között ébredı lokális erı hatására a laprugó elhajlik. Ezt 
a lehajlást optikai reflexiós úton folyamatosan mérve számítógép segítségével megkapható a 
felület topográfiája - akár atomi felbontásban is.  
A mőszer vázlatos felépítését: 19. ábra mutatja. A mikroszkóp fıbb részei:  
• egy laprugón lévı hegyes tő (általában szilícium-nitrid) 
• a laprugó elhajlását érzékelı detektor  
• visszacsatoló-vezérlı rendszer  
• piezoelektromos mozgatórendszer  
• adatfeldolgozó rendszer  
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19. ábra  
Az AFM készülék vázlatos rajza 
 
A detektálásra többféle lehetıség van: 
Állandó erıvel történı mérés: 
A visszacsatoló rendszer a tő és a minta között ébredı erıt állandó értéken tartja, a piezo 
kristály z irányú feszültsége úgy módosul, hogy az követi a felszín hullámzását. Az 
osztottdiódás detektoron a fényfolt helyzete így állandó marad. Ez a legelterjedtebb mérési 
eljárás.  
 
Változó erıvel történı mérés: 
Itt a piezo kristály z irányú feszültsége állandó, a mérırugó változó erı miatt bekövetkezı 
deformációját detektáljuk folyamatosan. A detektor nem képes olyan mértékben követni a 
kitéréseket, mint az elızı eljárásnál a piezo, ezért ez kevésbé elterjedt technika. Az elhajlás 
érzékelı detektor segítségével megkapható a felület topográfiája, akár atomi felbontásban is.  
              A mérési metodikák a tő és a minta egymáshoz viszonyított helyzete szerint is 
csoportosíthatók, melyek közül méréseim során  a kontakt módot használtam, melynek 
elınye, hogy nagyobb felbontású kép készíthetı, mint egyéb módban. Lényege, hogy egy kis 
rugólapkára szerelt, nagyon kis görbületi sugarú tő (<10 nm) végigtapogatja a mintát, 
miközben egy érzékeny elektronika segítségével detektálható a tő le- és felhajlása, aminek 
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megfelelıen állítható a tő minta fölötti magasságát. A tő felhajlásának mértékébıl, illetve a 
minta-tő távolságokból topográfiai képet lehet készíteni a vizsgált területrıl.  
A Langmuir-Blodgett technikával elıállított egyrétegő filmek felületének jellemzését 12-24 
óra száradási idıt követıen AFM-mel (PSIA Inc. XE-100, Dél-Korea) kontakt módban, 
levegın készítettem felvételeket. A mérés során CSC38 (MikroMash) típusú laprugót 
használtam Si3N4 tővel melynek reflektív oldala alumínium bevonatú. A tő görbülete nem 
haladta meg a 10 nm-t, az erı nagysága 4 nN volt.  
A felvételek 1-2 Hz pásztázási frekvenciával készültek, a pásztázott területek nagysága          
5 x 5  µm, melyeket véletlenszerően választottam ki. Minden mintáról legkevesebb 8-10 kép 
készült, melyeket XEI 1.6 programmal értékeltem ki. 
 
50 
 
5 Eredmények és értékelésük 
 
 
5.1 Búzafehérje adszorpciós és reológiai vizsgálatok 
5.1.1 Adszorpció oldat/levegı és oldat/dodekán határfelületen 
 
A függıcsepp csepp-profil analízis módszerével követtem a búzából származó vízoldható 
albumin frakció, és az izoelektromos pont alapján elválasztott 20 alfrakció c = 0,1 g/l 
töménységő oldatai felületi feszültségének (γ) változását az idı függvényében. A méréseket 
20 percen át végeztem, akkor is, amikor a felületi feszültség láthatóan még tovább csökkent 
volna. Benjamins kísérleti tapasztalatai szerint a felületi koncentráció két-három nap után is 
lassan növekszik, amelynek feltehetıen denaturáció és az intermolekuláris kölcsönhatások 
változása lehet az oka. Az egyensúly elérése érdekében több órás, esetenként több napos 
fehérjeadszorpciós mérések eredményérıl is beszámolnak az irodalomban [Benjamins, 2003]. 
Az pedig, hogy a felületi feszültség még órák múlva is kismértékben változik, a fehérjék 
konformációváltozásának és feltehetıen felületi gélesedésre vezetı intermolekuláris 
kölcsönhatásainak köszönhetı [Beverung et al., 1999; Pezennec et al., 2000., Petkov et al., 
2000]. Mivel a gabonafehérje minták biológiai aktivitása kb. 30 percig tekinthetı állandónak, 
ebben az idıintervallumban akartam a felületi tulajdonságokat is meghatározni. 
Valamennyi gabonafehérje oldatában jelentıs felületi feszültség csökkenést tapasztaltam a 
tiszta vízéhez képest, mely a fehérjék oldat/levegı határfelületen való adszorpciójának 
tulajdonítható. Általánosan jellemzı, hogy az elsı néhány percben a felületi feszültség 
nagymértékben csökken, késıbb pedig egyre kisebb változást tapasztalható. A 20. ábrán az 
albumin és néhány kiválasztott alfrakció, a 20 percet követı legkisebb, illetve legnagyobb 
felületi feszültség csökkentı hatást mutató minta felületi feszültségének változását 
követhetjük nyomon.  
A 14. és 16. alfrakció felületaktivitása az albumin frakció átlagos értékéhez hasonló, míg a 2. 
és 4. lényegesen nagyobb felületaktivtást mutat. 20 perc után a legtöbb minta esetén γ 
lényegében változatlan, mely az adszorpciós monoréteg telítıdésével magyarázható 
[Benjamins, 2000.; Beverung et al., 1999.; Bos et al., 2001.; Möbius et al., 1998.; Pereira et 
al., 2001.; Pezennec et al; 2000].  
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20. ábra 
Az albumin frakció (― ) valamint a 2.(o),  4.(o), 14.(o), és 16. (o) alfrakció 0,1 g/l töménységő 
oldata felületi feszültségének változása az idı függvényében. A tiszta víz felületi feszültsége   
72,8 mNm-1 a mérés 23 oC-os hımérsékletén 
 
A 21. ábrán a hat referenciafehérje (citokróm c, ovalbumin, β-amiláz, β-laktoglobulin, tripszin és 
marha szérum albumin), valamint a búzakivonatokból nyert egyik jellemzı minta (4. alfrakció) 
vizes oldatának felületi feszültségét tüntettem fel az idı függvényében. A referenciafehérjék 
kiválasztásánál több szempontot vettem figyelembe. Egyrészt felületi és határfelületi 
viselkedésük jól ismert, korábban számos kutató tanulmányozta ıket. Emellett 
tulajdonságaikat tekintve (méret, töltés, konformáció, hidrofób karakter, stb.) változatosak, 
széles skálát ölelnek át, amely megkönnyíti a búzafehérjék viselkedésének értelmezését.  
Az egyes referenciafehérjék különbözı mértékben csökkentik a felületi feszültséget, közülük 
a BSA felületaktivitása a legnagyobb, ami a fehérje hidrofób karakterének tulajdonítható     
(1. táblázat).  
A búzafehérje kivonatok azonban, - így a 4. alfrakció is - 20 perc alatt nagyobb felületi 
feszültség csökkentı hatást mutatnak, mint bármelyik referenciafehérje. 
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21. ábra 
Citokróm c (o), ovalbumin (o), β-amiláz (o), β-laktoglobulin (o), tripszin (o), marha szérum albumin 
(o), és a 4. minta (o) 0,1 g/l  töménységő vizes oldata felületi feszültségének változása az idı 
függvényében. A tiszta víz felületi feszültsége 72,8 mNm-1 a mérés 23 oC-os hımérsékletén.  
 
Az a tény, hogy a 4. alfrakció még a 20 alfrakció közül is kiemelkedik a nagyobb 
felületaktivitása miatt, azt jelzi, hogy igen sok amfifil komponenst tartalmaz, melyeknek jelen 
kísérleti körülmények között hajlamosak a felületi megkötıdésre. A referenciafehérjék közül 
az OVA és CYT C esetében megfigyelhetı az indukciós periódusnak nevezett idıszakasz, 
amelyben nincs érzékelhetı felületi feszültség változás, bár az oldott molekulák már 
adszorbeálódnak az oldat/levegı felületen. Az OVA-nak ezt a jellegzetes viselkedését a 
molekula kompakt és merev szerkezetével hozzák összefüggésbe: kis felületi koncentrációnál 
a borítottság is kicsi, mivel a fehérjemolekulák alig expandálnak [Benjamins, 2000.; de Feiter 
és Benjamins, 1987]. Idıvel, mikor megkezdıdik felülethez kötıdött molekulák 
kigombolyodása, a felületi feszültség is csökken. A gabonafehérjéknél és a többi 
referenciafehérjénél tapasztalt azonnali, indukciós periódus nélküli felületi feszültség 
csökkenés oka az lehet, hogy kisebb a konformációs stabilitásuk. 
A referenciafehérjék 20 perces adszorpciós idıt követıen mért felületi feszültség értékeit a 3. 
táblázatban láthatjuk három különbözı koncentrációban, g/l-ben és mol/l-ben kifejezve. Mivel 
a búzafehérje minták 0,1 g/l töménységő oldatai 1,5x10-6 és 7,5x10-6 mol/l koncentráció 
közötti tartományba esnek, (l. részletesen a 4.1.1. fejezetet) a referenciafehérjékhez is ezt a 
két szélsı koncentráció értéket választottam. Ebben a tartományban a felületi feszültség csak 
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igen kis mértékben változik a koncentrációval, ami azzal magyarázható, hogy a mért 
tartományban a fehérjék már elérik az adszorpciós maximumot. 
A BSA és β-LG esetén ezt Dimitrova, D. és Miller, R. adatai is [Dimitrova et. al., 2004.; 
Miller et al.; 1993] alátámasztják.  Ez az összehasonlítás megerısíti a búzafehérjék kimagasló 
felületaktivitását. 
 
fehérje BSA B-AM OVA TRS B-LG CYT C 
c1 
g/l 0,100 0,085 0,066 0,036 0,028 0,020 
mol/l 1,50x10-6 1,50x10-6 1,50x10-6 1,50x10-6 1,50x10-6 1,50x10-6 
γ1 mNm-1 55,2 58,4 69,9 57,3 60,5 71,4 
c2 
g/l 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 
mol/l 1,50x10-6 1,78x10-6 2,33x10-6 4,20x10-6 5,43x10-6 7,50x10-6 
γ2 mNm-1 55,2 57,5 65,5 56,9 58,9 68,5 
c3 
g/l 0,520 0,423 0,330 0,179 0,138 0,100 
mol/l 7,50x10-6 7,50x10-6 7,50x10-6 7,50x10-6 7,50x10-6 7,50x10-6 
γ3 mNm-1 55,8 54,2 66,2 56,4 58,8 68,5 
 
3. táblázat 
A referenciafehérjék 20 perces adszorpciós idıt követı felületi feszültség értékei három különbözı,  
g/l illetve mol/l-ben kifejezett koncentrációban. 
 
A 22. ábrán ugyanezen fehérjéknek az oldat/dodekán határfelületi feszültségre gyakorolt 
hatását tüntettem fel az idı függvényében. Valamennyi fehérjére nagyobb felületaktivitást 
kaptam, mint a oldat/levegı felület esetén. Feltőnı, hogy a kezdeti 49 mNm-1-es értékrıl igen 
rövid idı alatt csökken a határfelületi feszültség 30 mNm-1-nél kisebb, a búzafehérje kivonat 
esetében pedig 25 mNm-1-nél kisebb értékre. Ez a gyors határfelületi feszültség csökkenés 
(ami alól az OVA és a CYT C sem kivétel) annak tulajdonítható, hogy a víz/olaj 
határfelületen nagyobb mértékő a fehérjemolekulák expanziója, még az OVA-é is, mely a 
nagyobb konformációs stabilitással rendelkezik (1. táblázat). 
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22. ábra 
Citokróm c (◊), ovalbumin (◊),β-amiláz (◊),  β-laktoglobulin (◊), tripszin (◊), marha szérum albumin 
(◊), és a 4. minta (◊) 0,1 g/l töménységő vizes oldata és dodekán határfelületi feszültségének 
változása az idı függvényében A tiszta víz/dodekán határfelületi feszültség 50mNm-1 a mérés 23 oC-
os hımérsékletén 
 
Ez a nagyobb mértékő expanzió, kigombolyodás annak köszönhetı, hogy a levegıhöz képest 
az olajfázis molekuláival erısebb kölcsönhatásra van lehetıség, egyes hidrofób szegmensek 
benyúlhatnak, beoldódhatnak az apoláris fázisba. Ezt a gondolatmenetet követve a 4. minta 
viselkedése, a kvázi-egyensúlyi határfelületi feszültség gyors elérése azzal magyarázható, 
hogy flexibilis, kis konformációs stabilitással rendelkezı fehérjemolekulákat, illetve kis 
relatív molekulatömegő komponenseket tartalmaz a minta. Egyes referenciafehérjék, mint a 
BSA és a β-LG, a kétfolyadékos rendszerben hasonló felületaktivitásúak, mint a búzafehérjék. 
A β-AM görbéje a kinetikáját nézve hasonlít a 4. alfrakcióhoz, ugyanis kezdetben nagyon 
gyorsan lecsökken a felületi feszültség, ezt követıen pedig lényegében konstanssá válik. 
A búzafehérje kivonat nagy felületi feszültség csökkentı hatása nagy felületi hidrofobitás 
értéket feltételez. A felületi hidrofobitást a molekula felületén lévı hidrofób csoportok alapján 
határozzák meg, pl: oldhatóság, vagy hidrofób kölcsönhatási kromatográfia segítségével, tehát 
azon részek alapján, melyek nagy valószínőséggel kölcsönhatásba lépnek a felülettel. Az 
irodalomban [Wahlgren, 1992.; Keshavarz és Nakai, 1979] (1. táblázat) található adatok 
alapján a referenciafehérjék felületi hidrofobitás értéke éppen olyan sorrendben nı, mint 
amilyen sorrendben csökken oldataik 20 perces adszorpció utáni felületi feszültség értéke. 
Ennek alapján feltételezhetı a búzafehérjék igen nagy felületi hidrofobitása.  
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A felületi feszültség idıbeli változását a Ward-Tordai egyenlet aszimptotikus megoldása 
értelmében az idı -½-es hatványa függvényében tüntettem fel a következı 23., 24., és 25. és 
26. ábrákon. Az ilyen ábrázolás elınye, hogy az indukciós periódus jobban megfigyelhetı. 
Feltőnı az OVA és a CYT C oldat/levegı felületen mutatott viszonylag nagy indukciós ideje. 
A kezdeti szakaszban a felületi feszültség nem változik, majd hirtelen csökkenni kezd. E két 
fehérje esetén az adszorpció kezdeti szakaszán a folyamat diffúziókontrolláltnak tekinthetı, 
késıbb azonban egyéb hatások, molekuláris átrendezıdés, illetve a molekulák közötti 
kölcsönhatások is befolyásolják a felületi feszültséget.  
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23. ábra 
Citokróm c (o), ovalbumin (o), β-amiláz (o), β-laktoglobulin (o), tripszin (o), marha szérum albumin 
(o), és a 4. minta (o) 0,1 g/l töménységő vizes oldata felületi feszültségének változása az idı -½-es 
hatványának függvényében, 23 °C-on 
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24. ábra 
Citokróm c (◊), ovalbumin (◊),β-amiláz (◊),  β-laktoglobulin (◊), tripszin (◊), marha szérum albumin 
(◊), és a 4. minta (◊) 0,1 g/l  töménységő vizes oldata és dodekán határfelületi feszültségének 
változása az idı -½-es hatványának függvényében, 23 °C -on 
 
A többi fehérje esetén igen gyors, a lineáristól eltérı felületi feszültség csökkenést 
tapasztaltam, az adszorpció kezdeti szakaszára sem mondható, hogy diffúziókontrollált, már a 
kezdeti szakaszban sok tényezı befolyásolja a felületi feszültség változását a diffúzió 
sebessége mellett. Oldat/dodekán határfelületen pedig már az OVA és a CYT C esetében sem 
figyelhetı meg az indukciós periódus. Ez alátámasztja azt a feltételezést, hogy a 
oldat/dodekán határfelületen a kompakt molekulák jobban expandálnak. A 25. ábrán jól 
látható az OVA görbék eltérı jellege, és nagy a γ különbség (kb. 40 mNm-1) a két 
határfelületen mért γ értékekben.   
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25. ábra 
0,1 g/l töménységő ovalbumin vizes oldata felületi feszültségének (γ) változása az idı -½-es 
hatványa függvényében, levegıvel (○), illetve dodekánnal (◊) alkotott határfelületen, 23 °C -on 
 
A 26. ábra, amelyen a 4. minta felületi feszültségét tüntettem fel a kétféle 
határfelületen, jól érzékelteti, hogy a referencia fehérjéktıl mennyire eltérı tulajdonságú a 
búzafehérje kivonat. Itt tapasztaltam a legkisebb különbséget γ értékeiben a két határfelületen. 
Ez arra utal, hogy a mintában lévı fehérjék határfelületi adszorpciójában vagy nem játszik 
lényeges szerepet a konformációváltozás, vagy a molekulák nagyfokú flexibilitása miatt 
mindkét felületen szinte akadálytalanul végbemegy.  
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                    26. ábra 
0,1 g/l töménységő 4. alfrakció vizes oldata felületi feszültségének (γ) változása az idı -½-es 
hatványa függvényében, levegıvel (○), illetve dodekánnal (◊) alkotott határfelületen, 23 °C -on 
 
A 27. és 28. ábrán az albumin (utolsó oszlop) és húsz alfrakciójának 20 perces adszorpciót 
követı felületaktivitását jellemeztem az oldalnyomás ( Π = γo-γ) segítségével, oldat/levegı 
felületen, illetve oldat/dodekán határfelületen. Néhány referenciafehérje felületaktivitását is 
feltüntettem, a 20 perces értékeket az ábrákon vízszintes vonallal jelöltem. 
Általánosan igaz a búzafehérje frakciókra, hogy a referencia fehérjéknél nagyobb 
felületaktivitást mutatnak, különösen a oldat/levegı határfelületen. A nagymértékő 
felületaktivitást a búzafehérjék erısen hidrofób karaktere okozza. 
A 27. ábra oszlopdiagramja egyértelmően mutatja, hogy az oldat/levegı felületen néhány    
(1-5) alfrakció a többi mintánál szignifikánsan nagyobb felületaktivitással rendelkezik, míg  
az albumin frakció a 20 alfrakciót tekintve átlagos felületaktivitást mutat. A felületaktivitás 
mértékének megítéléséhez érdemes az adatokat az azonos koncentrációjú OVA és BSA 
oldalnyomásához hasonlítani. 
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27. ábra 
A vízoldható albuminfrakció, valamint az izoelektromos fókuszálással nyert 20 alfrakció 
oldalnyomásban (Π) kifejezett felületaktivitása oldat/levegı határfelületen, 0,1 g/l 
fehérjekoncentráció esetén, 20 perc adszorpciós idı után, 23 °C-on 
                                             
A CYT C fehérjéé 20 perces adszorpciónál csupán 3 mNm-1, az OVA-é 5 mNm-1 
(ezek kis értékeik miatt nem is szerepelnek az ábrán), a marha szérum albuminé is csak     
17,9 mNm-1, ami a legkevésbé felületaktív mintákéhoz hasonló érték. Az egyes alfrakciók 
közötti eltérések egy-egy mintakomponenshez természetesen nem rendelhetıek, hiszen az 
alfrakciók számos különbözı molekulatömegő fehérjét tartalmaznak. Érdekes azonban, és a 
további vizsgálatok szempontjából fontos lehet, hogy az elsı öt frakció, és ezeken belül is 
különösen a 2. alfrakció, melyek mind a két határfelületen kimagaslóan nagy 
felületaktivitással rendelkeznek, többféle, biológiai aktivitással rendelkezı komponenst 
tartalmaznak, például amiláz-inhibitorokat, nsLTP fehérjéket.  
A teljes albumin frakció kétdimenziós, izoelektromos pont és molekulatömeg szerinti 
elválasztásának fehérjetérképét a Függelékben közöltem (F2. a. ábra). A 2. alfrakciónak is 
elkészült a kétdimenziós térképe (F2. b. ábra).  A bekarikázott rész mutatja, hogy az albumin 
frakció térképén melyik fehérjefoltok felelnek meg a 2. alfrakció térképén azonos fehérjéket 
tartalmazó foltjainak. A nyíllal jelzett folt tömegspektrometriás analízis alapján alfa-amiláz 
inhibítor. Ezen fehérje aminosavösszetételét elemezve, a hidrofób aminosavak [Eisenberg, 
1984] a teljes szekvencia 58%-át teszi ki, ami igen nagy hidrofób:hidrofil aminosavaránynak 
felel meg. A nagyszámú hidrofób aminosav nagy felületaktivitáshoz vezet. További 
következtetést a biológiai aktivitás és a felületaktivitás között az adott fehérjékre nem tudok 
levonni az alfrakciók komplexitása miatt, az azonban egyértelmő, hogy a sok biológiailag 
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aktív komponenst tartalmazó frakciók felületaktivitása kiemelkedı. Ennél közelebbi kapcsolat 
felderítéséhez az alfrakciók komponenseinek további szeparációja szükséges.  
A 28. ábra elemzése elıtt ki kell térnem egy, a minta-elıkészítéshez kapcsolódó 
körülményre. A kapott minták (a 20 alfrakció) a Függelékben közölt minta-elıkészítés 
következtében, a fehérjék mellett amfolint is tartalmaztak. Felmerülhet a kérdés, ez vajon 
befolyásolja-e, és ha igen, akkor milyen mértékben a minták felületi aktivitását. Ennek 
kiderítésére megmértem a tiszta, (általam mérendı fehérjéktıl mentes) amfolin 
felületaktivitását oldat/levegı és oldat/dodekán határfelületen különbözı koncentrációkban, 
majd kalibrációs görbét készítettem annak függvényében, hogy a tiszta vízéhez képest milyen 
mértékben változik a határfelületi feszültség. Ezt követıen, ismerve az amfolin hígítatlan 
mintákban lévı 8 g/l-es koncentrációját, a minták fehérjekoncentrációinak felhasználásával 
kiszámoltam az egyes mintákban feltehetıen jelenlévı amfolin koncentrációját, majd a 
kalibrációs görbe segítségével meghatároztam, hogy az milyen mértékben befolyásolhatja az 
egyes minták felületi feszültségét. Az eredmények szerint az amfolin abban a 
koncentrációban, amelyben a 0,1 g/l töménységőre hígított fehérje mintáinkban jelen van, 
nem csökkenti érzékelhetıen a oldat/levegı felületi feszültséget, ezért hatásával a 
felületaktivitás értékelésénél nem kell számolni. 
 A határfelületi feszültségre azonban van egy kismértékő (néhány tized mNm-1-es) 
hatása, így az 28. ábrán az ilyen módon korrigált oldalnyomás értékeket tüntettem fel.  
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28. ábra 
A vízoldható albuminfrakció, valamint az izoelektromos fókuszálással nyert 20 vízoldható frakció 
oldalnyomásban (Π) kifejezett felületaktivitása oldat/dodekán határfelületen, 0,1 g/l 
fehérjekoncentráció esetén, 20 perc adszorpciós idı után, 23 °C -on, a minták amfolintartalmának 
hatásával korrigálva. 
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A határfelületi aktivitást tekintve kiemelkedıek az erısen savas és erısen lúgos 
tartományba esı izoelektromos pontú alfrakciók, valamint az albumin frakció Az átlagosnál 
kisebb határfelületi aktivitást a 4-6 minták mutatnak. Ezek közelítıleg megfelelnek az OVA-
ra jellemzı értéknek (Π = 23,3 mNm-1). Az átlagos és különösen a kiemelkedı oldalnyomást 
mutató fehérjekivonatok a marha szérum albuminhoz (Π = 26,0 mNm-1) és                         
β-laktoglobulinhoz képest is nagyobb határfelületi aktivitást képviselnek, tehát a 
oldat/dodekán határfelületen is megállapítható, hogy a búzafehérje kivonatok határfelületi 
aktvitása, néhány kivételtıl eltekintve valamennyi referencia fehérjéénél nagyobb. 
 
5.1.2. Felületi és határfelületi reológiai viselkedés 
 
Az adszorpciós réteg szerkezetérıl felületi- és határfelületi reológiai mérésekkel 
kaptam információt. Ebben az esetben is az ismert viselkedéső, hat modell fehérjéhez 
hasonlítottam a búzafehérje frakciókat. A fehérje oldatbeli koncentrációja minden esetben 
azonos, 0,1 g/l volt, a felületi réteg fehérjekoncentrációja azonban az adszorpció 
elırehaladtával változik. Így különbözı korú adszorpciós rétegek mechanikai vizsgálatával, 
komprimálásával az adszorpciós rétegben bekövetkezı szerkezetváltozásokat, 
intermolekuláris kölcsönhatások kialakulását követhettem nyomon. Az adszorpció 20 perces 
folyamatán belül a 29. ábrán feltüntetett öt idıpontban mértem meg a fehérjefilm dilatációs 
tulajdonságait.  
A  folyamatos komprimálás során a csepp felületének és térfogatának függvényében 
mértem az oldalnyomást, melyek idıbeli változását a  30. ábra szemlélteti. 
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29. ábra 
A határfelületi reológiai mérésekhez választott adszorpciós idık egy tipikus felületi feszültség-idı 
görbén. A dilatációs moduluszok meghatározásához az itt feltüntetett idıtartamú adszorpciót követı 
kompresszió adatait használtam. 
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30. ábra 
A fehérjeoldat csepp térfogatának (Vcsepp) és felületének (Acsepp) változása a komprimálás során, 
víz/levegı rendszerben 23 °C -on. Nyilak jelzik a csepp felületének 10, illetve 30%-os 
komprimáltságát. 
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5.1.2.1 A fehérjefilm dilatációs tulajdonságai oldat/levegı felületen 
 
A 31. és 32. ábrán a 2 és 20 perces adszorpciós korú film komprimálása során mért 
oldalnyomás értékeket ábrázoltam a terület logaritmusának függvényében, oldat/levegı 
felületen három búzafehérje alfrakcióra (2. 4. és 14.), melyek különbözı felületaktivitást 
mutatnak. Az ábrákon feltüntettem néhány referenciafehérje (OVA, β-LG, β-AM és CYT C) 
megfelelı görbéjét is. Az oldalnyomás értékek a komprimálás során (a görbéken jobbról balra 
haladva) növekszenek, ami a növekvı felületi fehérjekoncentráció következménye. A 
növekedés jellegében az egyes minták között eltérést találtam. A Π-lnA görbék deriváltjának  
-1-szerese a dilatációs modulusz (ε) értékét adja, amely a film merevségének, tehát pl. az 
intermolekuláris kölcsönhatások mértékének jelzıszáma.  
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31. ábra 
Az oldalnyomás (Π) változása a csepp felületének (A) függvényében a kompresszió során, 
oldat/levegı határfelületen: a 2. 4. és 14. alfrakció, valamint 4 referenciafehérje esetében, 23 °C-on. A 
Π-lnA görbe deriváltjának -1-szerese a dilatációs modulusz (ε) értékét adja. Az adszorpciós idı 2 
perc volt. 
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32. ábra 
Az oldalnyomás (Π) változása a csepp felületének (A) függvényében a kompresszió során, 
oldat/levegı határfelületen:  a 2. 4. és 14. alfrakció, valamint 4 referenciafehérje esetében, 23 °C -on. 
A Π-lnA görbe deriváltjának -1-szerese a dilatációs modulusz (ε) értékét adja. Az adszorpciós idı  
20 perc volt. 
 
A 10 és 30%-os felületcsökkenésnél meghatározott felületi dilatációs modulusz értékeket 
oldat/levegı felület esetén a 4. táblázatban foglaltam össze. 
Megállapítottam, hogy a – 2 perces adszorpciós korú fehérjefilmnél – a komprimálás 
kezdetekor a β-AM és a β-LG film oldalnyomása ugrásszerően megnı, míg az OVA és a  
CYT C filmjének oldalnyomása lényegében változatlan (31. ábra). Ezek az eredmények 
összhangban vannak az adszorpció kinetika vizsgálatánál tapasztaltakkal, miszerint éppen az 
utóbbi két fehérje esetén figyeltem meg indukciós periódust. Mindhárom búzafehérje 
frakciónál azt tapasztaltam, hogy az oldalnyomás értéke már a kompresszió kezdetekor nagy 
(a nagy felületaktivitásnak tulajdoníthatóan), viszont az összenyomás során ez a kezdetben 
nagy érték csak kismértékben változik, melynek köszönhetıen a dilatációs modulusz ε értéke 
az egész folyamat során kicsi. Ez a viselkedése a búzafehérjéknek egyetlen 
referenciafehérjénkéhez sem hasonlítható. Egyedül a 14. alfrakció görbéjét tudjuk a β-AM-
éhoz hasonlítani, meredekségük közel azonos, csak az oldalnyomás érték tolódik el a 14. 
alfrakció javára. A búzafehérje alfrakcióinkéhoz hasonló dilatációs reológiai viselkedésrıl 
más szerzık [Freer et al. 2004.; Benjamins és Lucassen-Reynders, 1998] flexibilis 
makromolekulák, mint a poli(vinil-alkohol), illetve rendezetlen szerkezető fehérjék, mint a 
kazein esetén számolnak be. A kevésbé rendezett szerkezető fehérjék filmjeire jellemzı, hogy 
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a kisebb mértékő molekuláris kohézió miatt könnyebben komprimálhatóak, és kisebb 
elaszticitásúak, mint a kompakt fehérjékbıl képzıdött filmek. Az irodalmi hasonlóságok 
alapján feltételezhetjük, hogy a vizsgált búzafehérjék nagymértékben kompresszibilisek, 
filmjei flexibilis molekulákból képzıdnek. 
Az idısebb - 20 perces adszorpciós korú – filmek kompresszióját tekintve (32. ábra), a 
búzafehérjék esetén alig látunk különbséget a fiatalabb (2 perces) filmhez viszonyítva. Két 
referenciafehérje, a CYT C és az OVA viselkedését vizsgálva viszont szembetőnı a változás. 
A fiatal filmnél, még az indukciós periódus tartományában lényegében nincs hatása a 
kompressziónak az oldalnyomásra, vagyis a film nagymértékben kompresszibilis, míg 
hosszabb idıt hagyva az adszorpcióra (20 perces film), jelentıs oldalnyomás növekedést - és 
így dilatációs modulusz növekedés - tapasztalható. Ennek magyarázata, hogy a kezdetben 
kompakt molekulák, ha elegendı adszorpciós idı áll rendelkezésükre, kitekerednek, egyaránt 
növelve a fehérjefilm elaszticitását és oldalnyomását. Ilyen típusú viselkedés a globuláris, 
merev természető molekulákra jellemzı (1. táblázat). Az OVA tipikus példája az ilyen 
fehérjéknek, kitekeredését követıen molekulák közötti kölcsönhatások miatt felületi gélesedés 
következik be. 
 
5.1.2.2  A fehérjefilm dilatációs tulajdonságai oldat/dodekán határfelületen 
  
 A 33-34. ábrán a 2 és 20 perces adszorpciós korú film komprimálása során mért oldalnyomás 
értékeket ábrázoltam a terület logaritmusának függvényében, oldat/dodekán határfelületen, 
ugyanazon búza- és referenciafehérjékre, mint oldat/levegı felületen  A három búzafehérje 
alfrakcióra az apoláris szénhidrogén fázissal érintkezve ugyanaz jellemzı, mint a oldat/levegı 
felületen. A határfelület korától (2 v. 20 perces) függetlenül nagy a kompresszibilitásuk, tehát 
az oldalnyomás alig változik a rendelkezésükre álló terület csökkentésével.  
A referenciafehérjékre egészen más eredményeket kaptam. A kompresszió kezdeti szakaszán 
nagymértékő oldalnyomás növekedést detektáltam. Ez a viselkedés kohezív filmre utal, mely 
az OVA-ra és CYT C-re is igaz, melyeknél oldat/levegı felületen még jelentıs volt a 
korfüggés, a szénhidrogén fázissal érintkezve azonban már a fiatal (2 perces) film esetén is 
expandálnak a fehérjemolekulák. Nagyobb mértékő felületcsökkentésnél az oldalnyomás 
változása csökkent, de nem szőnt meg. A további komprimálás gyakran vezet a fehérjefilm 
győrıdéséhez és kollapszusához [Kiss és Borbás, 2003], aminek következménye, hogy a 
kapillárfelszín alakja már nem alkalmas a felületi/határfelületi feszültség, így az oldalnyomás 
meghatározására.  
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33. ábra 
Az oldalnyomás (Π) változása a csepp felületének (A) függvényében a kompresszió során, 
oldat/dodekán határfelületen: a 2. 4. és 14. alfrakció, valamint 4 referenciafehérje esetében, 23 °C -on. 
A Π-lnA görbe deriváltjának -1-szerese a dilatációs modulusz (ε) értékét adja. Az adszorpciós idı   
2 perc volt. 
 
34. ábra 
Az oldalnyomás (Π) változása a csepp felületének (A) függvényében a kompresszió során, 
oldat/dodekán határfelületen: a 2. 4. és 14. alfrakció, valamint 4 referenciafehérje esetében, 23 °C -on. 
A Π-lnA görbe deriváltjának -1-szerese a dilatációs modulusz (ε) értékét adja. Az adszorpciós idı   
20 perc volt. 
 
A reális dilatációs modulusz értékeket öt különbözı adszorpciós idıt követıen komprimált 
filmekre határoztam meg, 10 és 30%-os felületcsökkenésnél. A modulusz adszorpciós idıtıl 
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(két jellemzı, 2 és 20 perc adszorpciós korú film esetén), és a komprimáltság mértékétıl való 
függését oldat/levegı és oldat/dodekán határfelületen a 4. táblázat adatai mutatják. 
 ε (mNm-1) oldat/levegı ε (mNm-1) oldat/dodekán 
10% kompr. 30% kompr. 10% kompr. 30% kompr. 
2 perc 20 perc 2 perc 20 perc 2 perc 20 perc 2 perc 20 perc 
CYT C 0 27 5 10 40 47 25 30 
OVA 0 35 5 35 46 46 25 46 
β-LG 40 30 40 15 48 48 25 23 
BSA 40 20 20 20 48 48 15 8 
TRP 40 40 40 40 43 44 25 22 
β-AM 20 15 15 15 20 20 20 20 
2.alfrakció 3 2 0 3 3 3 3 3 
4. alfrakció 5 5 10 0 2 3 0 0 
14. alfrakció 14 14 25 8 10 8 5 3 
 
4. táblázat 
A 2. 4. és 14. alfrakció, valamint a 6 referenciafehérje 2 és 20 perces adszorpciós rétegének dilatációs 
modulusza 10 és 30%-os komprimáltságnál. 
 
Összefoglalva az adszorpciós idı hatását a dilatációs modulusz értékeire, a 4. táblázat adatai 
alapján megállapítható, hogy : 
oldat/levegı felületen 
• A búzafehérjékre nagyon kis modulusz jellemzı, az összenyomás során csekély ellenállást 
fejtenek ki, tehát a filmjük nagymértékben kompresszibilis. Korfüggést nem tapasztaltam 
az adott intervallumban, mely alapján feltételezhetı, hogy az alfrakciók komponenseit 
flexibilis molekulák alkotják, melyek azonban nem szenvednek konformációváltozást. A 
14. minta valamelyest nagyobb modulusza csekély intermolekuláris kölcsönhatásokat 
feltételez.  
• Az OVA és CYT C esetén a korfüggés szembetőnıen nagy, ez az intermolekuláris 
kölcsönhatások bizonyos idı elteltét követı megjelenésének és a felületi gélesedésnek 
tulajdonítható. A kompresszió mértéke nincs lényeges hatással a filmek moduluszaira. 
• ΒSA és β-LG esetében az adszorpciós idı növelésével a modulusz értéke csökken, mely 
vélhetıen a kompakt molekulák kigombolyodásának tulajdonítható. Filmjeik nagyobb 
mértékő komprimálásnál összetörnek.  
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oldat/dodekán határfelületen 
• A búzafehérjéknél az oldat/levegı felület esetén tapasztaltakhoz képest nincs jelentıs 
változás, a moduluszok értéke némileg csökken (4. és 14. alfrakció). Ennek oka lehet, hogy 
az apoláris szénhidrogén fázisba beoldódva a molekulák flexibilisebbé válnak. A dilatációs 
modulusz és a molekula flexibilitása közötti ilyen jellegő kapcsolatot bizonyítják Murray 
kísérletei, melynek eredményeit a [Murray és Dickinson, 1996.; Murray 1998.; és Murray 
et al. 1998] cikkekben foglalja össze. 
• A referenciafehérje filmek dilatációs modulusza (ε) koruktól függetlenül nagy. Ez a tény 
erısen kohezív filmre utal, feltehetıleg már az adszorpció kezdeti szakaszában 
nagymértékben expandáltak a molekulák, és nagyobb molekularésszel érintkeznek a 
határfelülettel. A komprimáltság mértékét vizsgálva, valamennyi referenciafehérje esetén 
jelentıs moduluszcsökkenés figyelhetı meg a 30%-os felületcsökkenésnél. Ez vagy a 
jelentıs konformációváltozásnak, vagy a film összetörésének lehet a következménye. 
 
5.1.2.3 A relaxációs viselkedés vizsgálata 
 
Ezen mérések során három különbözı adszorpciós korú (1, 5, 10 perces) filmet az eredeti 
felület kb. 60%-ára nyomtam össze, majd 5 perces várakozást követıen a fehérjefilmeket az 
eredeti felületméretre terjesztettem ki. Azt vizsgáltam, hogy az összenyomást követıen 
történik-e relaxáció, illetve a kiterjesztést követıen hogyan változik a felületi feszültség. A 
kapott eredményeket az 5 perces adszorpciós korú filmek példáján mutatom be. A 35. és 36. 
ábrán oldat/levegı ill. oldat/dodekán határfelületen, a csepp profiljából meghatározott felületi 
feszültség változását követhetjük nyomon a kompressziós/expanziós ciklus során, a β-AM 
referenciafehérje és a 2. alfrakció esetén. Ahhoz, hogy értékelni tudjam a relaxációs görbéket, 
az adott minta zavarásmentes γ-t referenciagörbéjét is feltüntettem az ábrákon. 
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35. ábra 
A 2. alfrakció(o), és a β-amiláz(o), oldat/levegı határfelületi adszorpciós rétegének 
kompressziója, illetve expanziója során bekövetkezı felületi feszültség változás az idı 
függvényében, a zavarásmentes görbékhez (–) viszonyítva, 23 °C-on. A nyilak mutatják, 
mikort történt az adszorpciós film kompressziója és expanziója.  
 
Igen nagy különbséget tapasztaltam a búzafehérje minta és a β-amiláz film területváltoztatásra 
adott válaszában. Oldat/levegı felületen (35. ábra), a komprimálást követıen valamelyest 
lecsökken a felületi feszültség, relaxációt azonban alig tapasztalunk: lényegében nem változik 
γ értéke az öt perces idıtartam alatt. A terület expanzióját követıen megnı a felületi 
feszültség, de néhány másodperc alatt eléri a referencia görbére jellemzı értéket. A mérési 
tapasztalatok alapján a 2. alfrakció molekulái képesek gyorsan reagálni, alkalmazkodni a 
terület változtatásához, mely azt a már korábban levont következtetést erısíti, hogy a 
molekulák flexibilisek. Ezen felül valószínősíthetı, hogy az adszorpciós réteg stabil, a 
vizsgált idıintervallumban nincs lényeges deszorpció a felületi rétegbıl. A búzafehérjével 
szemben a β-amiláz más viselkedést mutat. A kompresszió hatására a felületi feszültség 
nagymértékben csökken, az ezt követı öt perces várakozás során azonban folyamatosan 
növekszik. Ez utóbbi az adszorpciós réteg relaxációjára utal, a molekulák próbálnak 
alkalmazkodni a megváltozott körülményekhez, újrarendezıdni az adszorpciós rétegben. A 
molekulák egy része deszorbeálódhat is, mely szintén a felületi feszültség növekedését 
eredményezi. Valószínőbb azonban, hogy a molekulák a felületen maradnak, csak más 
elrendezıdésben. Visszatérve a csepp eredeti méretéhez, a felületi feszültség hirtelen megnı, 
és néhány perc elteltével sem éri el a zavarásmentes, egyensúlyi film felületi feszültségét. A 
két minta eltérı relaxációs viselkedése mutatja, hogy milyen nagy jelentısége van a 
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molekulák flexibilitásának, illetve az intermolekuláris kölcsönhatásoknak, mikor az 
adszorpciós réteget „stresszhatás” éri. 
 
36. ábra 
A 2. alfrakció (o), és a β-amiláz (o), oldat/dodekán határfelületi adszorpciós rétegének 
kompressziója, illetve expanziója során bekövetkezı felületi feszültség változás az idı 
függvényében, a zavarásmentes görbékhez (–) viszonyítva 23 oC-on. A nyilak mutatják, 
mikort történt az adszorpciós film kompressziója és expanziója. 
 
A relaxációs görbék hasonló jellegőek az oldat/dodekán határfelületen adszorbeálódott 
fehérjék esetén is (36. ábra). A kétféle fehérjére itt is lényegesen más relaxációs görbéket 
kaptam, ami alátámasztja, hogy ezen a határfelületen is különbséget mutatnak a molekulák a 
határfelületi réteg szerkezetének kialakításában. 
A 2. alfrakció és a β-amiláz relaxációs viselkedése a dilatációs modulusz meghatározásával 
számszerősen jellemezhetı. A moduluszokat közvetlenül a kompresszió után (εo), illetve öt 
perc relaxációt követıen (ε5) határoztam meg néhány referenciafehérjére és a három választott 
alfrakcióra (5. táblázat). A búzafehérje frakció mindegyikére kicsi modulusz jellemzı, mely 
az öt perces relaxációs idı alatt csak kismértékben változik (εo-ε5=∆ε). A referenciafehérjék 
εo értékei azonban jóval nagyobbak, ami összhangban van a folyamatos, lassú komprimálási 
kísérletek során nyert eredményekkel. Ezen túlmenıen a referenciafehérjék mindegyikének 
modulusza jelentısen változik a relaxációs idı alatt  (∆ε  nagy).  
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Fehérje- 
minták 
oldat/levegı oldat/dodekán 
εo ε5 ε εo ε5 ε 
β-AM 28,4 11,4 17,0 18,3 4,9 13,4 
TRY 33,5 7,3 26,2 - - - 
BSA 26,8 13,4 13,4 20,1 7,3 12,8 
β-LG 37,8 25,6 12,2 - - - 
2. alfrakció 6,1 3,9 2,2 5,4 2,0 3,4 
4. alfrakció 11,4 6,6 4,8 - - - 
14. alfrakció 19,8 12,9 6,9 12,8 3,0 9,8 
 
5. táblázat 
A dilatációs relaxációs kísérletben a gyors komprimáláskor (εo) és az 5 perces relaxációt 
követıen (ε5) a 2. 4. és 14. alfrakciók és 4 referenciafehérje filmjeire meghatározott dilatációs 
moduluszok, és ezek különbségének értékei (ε). 
 
Az alábbiakban összefoglalom a búzafehérje frakciók fluid felületi adszorpciós és reológiai 
viselkedésének vizsgálata során tapasztaltakat. Adszorpciójukat a hat referenciafehérjéhez 
hasonlítva oldat/levegı felületen és oldat/dodekán határfelületen is azt tapasztaltam, hogy 
még a legkisebb felületaktivitású alfrakció is nagyobb felületi feszültség csökkentı hatást 
mutat, mint bármelyik referenciafehérje.  
Az alfrakciók felületaktivitását egymáshoz viszonyítva szignifikáns eltérést tapasztalható. A 
kiemelkedı felületaktivitású az elsı öt alfrakció erısen hidrofób jellegő, biológiai aktivitást is 
mutató komponenseket tartalmaz. A dilatációs reológiai mérések alapján a búzafehérjék 
adszorpciós rétege nagymértékben kompresszibilis, a referenciafehérjék filmjével ellentétben 
kis rugalmasági modulusszal jellemezhetık. Ebbıl az következik, hogy a frakciók kis mérető, 
flexibilis molekulákat tartalmaznak, melyek között az intermolekuláris kölcsönhatás csekély.  
A molekulák felületi tulajdonságai és biológiai aktivitása közötti kapcsolatról elmondható, 
hogy a búzafehérjefrakciók közül sok hidrofób karakterő, a biológiai aktivitású komponensek 
pedig legkiemelkedıbb felületaktivitású alfrakciók között vannak. 
Közelebbi kapcsolat bizonyításához a búzafehérje frakciók további szeparálására lenne 
szükség, melyre jelen munka során nem volt lehetıségem.  
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5.2 A TBC elleni hatóanyagok és hatóanyag-jelöltek kölcsönhatása 
lipidfilmmel 
 
A TBC elleni hatóanyag és konjugátuma, valamint három hatóanyag-jelölt 
lipidmolekulákkal való kölcsönhatását Langmuir-mérlegben vizsgáltam. A határfelületi 
viselkedés, a hatóanyag lipidhez való affinitásának átfogó jellemzése érdekében a lipidet, 
illetve a vizsgálandó molekulákat három különbözı sorrendben jutottam a határfelületre. Az 
egyik méréstípus szerint a sejtmembránt modellezı lipidfilm alá injektáltam a vizsgálandó 
molekulák vizes oldatát (penetráció mérés). Ezen kívül felvettem, majd összehasonlítottam a 
tiszta komponensek és a hatóanyag-lipid keverékek izotermáit. Továbbá olyan méréseket is 
végeztem, amelyekben a lipid a hatóanyagot tartalmazó vizes fázis felszínére került (oldatra 
terítés).  
A lipidfilmmel való kölcsönhatás vizsgálata elıtt az illetı hatóanyagoknak a víz/levegı 
felületen való adszorpciós képességét statikus és dinamikus felületi feszültség mérésével 
jellemeztem.  
 
5.2.1. A hatóanyagok és hatóanyag-jelölt molekulák oldatának statikus és dinamikus 
felületi feszültsége 
 
A hatóanyagok illetve hatóanyag jelöltek felületaktivitásáról, azaz oldat/levegı felületen 
való megkötıdésükrıl vizes oldataik felületi feszültségébıl nyerhetünk információt. Az INH, 
INH-redSer, a TB2, TB5 és TB8 hatóanyagok vizes oldatainak felületi feszültségét 
függıcsepp-profil analízissel határoztam meg.  
A statikus és dinamikus felületi feszültség mérését a hatóanyag oldata/levegı határfelületen 
végeztem, 2x10 -6 - 8x10-5 M koncentrációtartományban. Az tartomány alsó értékének      
(2x10 -6 M) választását az indokolta, hogy a Langmuir-mérlegben végzett penetrációs 
méréseknél a szubfázisban a hatóanyag ilyen koncentrációban van jelen. A felsı határt    
(8x10-5 M) pedig a hatóanyagok vízoldhatósága alapján választottam. 
A 37. ábra az INH és konjugátuma (INH-redSer) statikus felületi feszültségének koncentráció 
függését mutatja 15 perc adszorpciós idıt követıen. 
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37. ábra 
Az INH és INH-redSer vizes oldatainak 15 perces adszorpció után mért felületi feszültsége a 
hatóanyag-koncentráció függvényében. A tiszta víz felületi feszültsége 72,8 mNm-1 a mérés 23 oC-os 
hımérsékletén  
 
Az INH felületi feszültsége még a legtöményebb oldat esetén sem csökkent a tiszta vízéhez 
képest, ami a molekula poláris jellegére utal. A konjugátum azonban már a 2x10 -6 M -os oldat 
esetén is nagymértékő felületi feszültség csökkenést okoz, mely a koncentráció növekedésével 
még kifejezettebbé válik. Az INH-hoz konjugált peptidszakasz amfifil tulajdonsága miatt a 
kapott eredmény várakozásunknak megfelelı, és joggal feltételezhetı, hogy a konjugálás a  
lipidhez való kötıdést is erısíteni fogja. 
 
A dinamikus felületi feszültség mérése során a 15 perces adszorpciós idıt követıen a filmet 
folyamatos, lassú komprimálásnak vetettem alá. A dinamikus felületi feszültséget a relatív 
területváltoztatás (A/A) függvényében ábrázoltam (38. ábra).  
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38. ábra 
Az INH és INH-redSer 2*10-6 M -os vizes oldatai dinamikus felületi feszültségének változása a 
relatív komprimáltság függvényében. A komprimálás a csepp képzését követıen 15 perc elteltével 
kezdıdött. A tiszta víz felületi feszültsége 72,8 mNm-1 a mérés 23 oC-os hımérsékletén. 
 
Ezek a mérések hasonló eredményt mint a statikus felületi feszültség mérések. Az INH még 
az 50%-os területcsökkentésnél sem mutat érzékelhetı változást γ értékében, míg a 
konjugátum oldat felületi feszültsége a komprimálás hatására tovább csökkent. 
A TB2, TB5 és TB8 vegyületek 15 perces adszorpciós idıt követıen mért statikus felületi 
feszültség értékeit az 6. táblázatban foglaltam össze.   
Hatóanyag-jelölt 
Statikus felületi feszültség (γstat) mNm-1 
2x10 -6 M 8x10-5 M 
  TB2 70,5±0,3 70,0±0,3 
  TB2 70,6±0,3 70,0±0,5 
  TB5 71,4±0,2 71,6±0,4 
 
6.  táblázat 
A három hatóanyag jelölt vizes oldatának statikus felületi feszültsége 2x10 -6 és 8x10-5 M-os 
koncentrációknál, 15 perc adszorpció után. 
 
Egyik vegyület sem mutat felületaktivitást, csupán a TB2 és a TB5 nagyobb koncentrációjú 
oldatában csökkent kis mértékben (0,5 mNm-1) a felületi feszültség. A dinamikus felületi 
feszültség mérése nagyobb felületaktivitásbeli különbséget mutatott a három vegyület között. 
Változását a relatív komprimáltság függvényében a 39. ábrán ábrázoltam, 8x10-5 M-os 
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oldatra. A TB8 esetén erıteljes felületcsökkentés hatására sem tapasztalunk szignifikáns 
felületi feszültség változást. A TB 2 és TB5 γ értéke 20%-os komprimáltságnál csökkenni 
kezd, ami a további komprimálás során folytatódik jelentısebb mértékben a TB5 esetén. A 
három hatóanyag jelölt molekula felületaktivitása - és így amfifil jellege - a mérések alapján 
TB8 < TB2< TB5 sorrendben növekszik. 
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39. ábra. 
TB2, TB5, TB8 hatóanyag-jelölt molekulák 8x10-5 M-os vizes oldatainak dinamikus felületi 
feszültségének változása a relatív komprimáltság függvényében. A komprimálás a csepp képzését 
közetıen 15 perc elteltével kezdıdött. A tiszta víz felületi feszültsége 72,8 mNm-1 a mérés 23 oC-os 
hımérsékletén. 
 
 
5.2.2 A hatóanyag-jelölt molekulák oktanol/víz rendszerben  való  megoszlása  
         ( lipofilitása) 
 
Egy hatóanyag lipofilitása alapvetıen meghatározza a farmakokinetikai tulajdonságait 
(membránokon átjutás, felszívódás). A gyógyszerkémiában a lipofilitás számszerő 
jellemzésére a hatóanyag oktanol/víz rendszerben való megoszlási hányados logaritmusának  
(log P) meghatározása szolgál. Ez a rendszer a szerves (oktanolos) fázis amfifil jellegének 
köszönhetıen alkalmas a hatóanyag – membrán kölcsönhatás modellezésére, ezáltal jósolható 
a hatóanyag biológiai megoszlása a membrán és a citoplazma, valamint az extracelluláris tér 
és a membrán között. Amennyiben a vizsgálandó anyag pKa értékeit nem vesszük figyelembe, 
log P helyett a látszólagos megoszlási hányados (log Papp) értékeit használjuk. A három 
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hatóanyag-jelölt molekula adszorpciós spektrumából meghatározott elnyelési maximumát, és 
a kísérleti adatokból számolt látszólagos megoszlási hányadosok (log Papp) értékeit (melyek 
lipofilitás mértékeinek felelnek meg), és még néhány, a molekulákra jellemzı tulajdonságot a 
7. táblázatban tüntettem fel. A gyógyszerek túlnyomó többségének log P értéke 0 és 5 közé 
esik [Takácsné,2009]. Ennek alapján megállapítható, hogy a hatóanyag-jelöltek lipofilitás 
értékei nem nagyok, egymáshoz viszonyítva a TB8<TB2<TB5 sorrendben növekszenek. A 
kapott lipofilitás értékeket a hatóanyag-jelöltek membránnal való kölcsönhatásának 
értelmezéséhez használtuk fel. 
 
    
M/  
g/mol 
Töltés/ 
db/molekula 
Am/  
Ǻ2 
Abszorbciós 
elnyelési maximum/  
nm 
log Papp 
TB2 413,6 3 81,2 227 0,89±0,05 
TB5 438,5 2 156,2 398 0,94±0,05 
TB8 268,0 - 157,7 352 0,61±0,05 
              
7. táblázat 
TB2, TB5, TB8 hatóanyag-jelölt molekulák molekulatömege (M), töltése, az egy molekula által 
elfoglalt terület (Am) planáris orientáció esetén, abszorpciós elnyelési maximuma, és mért log Papp 
értéke. 
 
5.2.3 Langmuir-mérleges mérések 
 
A hatóanyag lipiddel való kölcsönhatásának vizsgálata céljából Langmuir-mérlegben végzett 
mérések közül elıször a penetráció mérés eredményeit ismertetem.  
 
5.2.3.1 Penetráció 
 
A penetrációs mérések során azt vizsgáltam, hogy a hatóanyag molekulák a vizes 
oldatból milyen mértékben hatolnak be az adott tömörségő lipidfilmbe. Mivel a biológiai 
membránok oldalnyomása 20-30 mNm-1 körüli érték [Marcelja, 1974], ezért a Langmuir-
mérlegben létrehozott lipidfilm tömörségét is 20, illetve 15 mNm-1 oldalnyomásúnak 
választottam. Miután a szubfázisba injektáltam a vizsgálandó anyagot, egy órán keresztül 
követtem nyomon az oldalnyomás változását, ami a fellépı hatóanyag-lipid kölcsönhatása 
következtében változik. 
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INH és az INH-redSer penetrációja 
 
A 40. ábrán az idı függvényében ábrázoltam a hatóanyag injektálását követı oldalnyomás 
változást (∆Π), mely a penetráció mértékérıl ad információt. Az INH hatóanyag esetén nem, 
míg az INH-redSer esetén jelentıs penetrációt tapasztaltam. Utóbbinak a lipidréteggel való 
kölcsönhatása még a tömörebb (20 mNm-1-es) film esetében vizsgálva is szignifikáns. Mivel 
az INH esetén egyáltalán nem tapasztaltam penetrációt, megállapítható, hogy az INH 
peptidszakasszal történı konjugálása jelentısen növeli annak egyrétegő lipidfilmhez való 
affinitását. Ez alapján feltételezem, hogy a konjugálás sejtmembránon való átjutást is 
elısegíti.  
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40. ábra  
INH és INH-redSer penetrációja (∆Π) 15 és 20 mNm-1   tömörségő lipidfilmbe az idı függvényében, 
23 °C -on 
 
Az INH-redSer 16 aminosavból álló szekvenciáját elemezve következtettem arra, milyen 
jellegő kölcsönhatások lehetnek a konjugátum és a lipid között.  
Az aminosavszekvencia a három betős kódokkal: 
 
Ser-Glu-Phe-Ala-Tyr-Gly-Ser-Phe-Val-Arg-Thr-Val-Ser-Leu-Phe-Val 
 
A lipidnek két telített alkillánca, valamint a vizes fázisba nyúló, ikerionos fejcsoportja van. A 
peptidszakaszban többségben vannak az apoláris aminosavak (9:7 arányban). Két bázikus     
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(1 arginin és 1 lizin), és egy savas karakterő (glutaminsav) aminosavval rendelkezik. A 
szubfázis pH-ja 5,5 körüli értékén elıbbiek pozitív, utóbbi pedig negatív töltéssel rendelkezik. 
Ezen kívül négy aminosav (3 szerin és egy threonin) poláris oldalláncot –OH csoportot 
tartalmaz. A lánc szabad végén öt aminosav közül négy apoláris, ezeknek lehetısége van a 
lipid alkilláncaival diszperziós kölcsönhatásra. A lipid fejcsoport és a poláris részek között 
pedig ionkötés, az –OH csoportoknak köszönhetıen hidrogénkötés, illetve dipólus-dipólus 
kölcsönhatás lehetséges. 
 
A TB2, TB5 és TB8  penetrációja 
 
A hatóanyag-jelöltekkel is elvégeztem a lipidfimbe való penetráció vizsgálatát. A 41. és 42. 
ábra a TB vegyületek penetrációját szemlélteti Π = 15 mNm-1 
és Π = 20 mNm-1 oldalnyomású lipidfilmbe. A görbéken a kb. 300. másodperc környékén 
jelentkezı maximum az injektálás és a nem pillanatszerő keveredés jele. Ekkor nagy 
koncentráció gradiens lép fel a szubfázisban, ami a határfelületet is érinti. A koncentráció 
kiegyenlítıdése következtében ez a csúcs csökken, majd az oldalnyomás beáll a valódi 
penetrációs értékre.   
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41. ábra  
TB2, TB5 és TB8 penetrációja (∆Π) 15 mNm-1   tömörségő lipidfilmbe az idı függvényében, 23 °C -on 
 
A stabilizálódott penetrációs értékeket tekintve megállapítható, hogy jelentıs eltérés 
mutatkozik a három hatóanyag-jelölt molekula viselkedése között. A TB8 lipiddel való 
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kölcsönhatása nem detektálható, míg a TB2 és TB5 hatóanyag-jelöltek mutatnak penetrációt, 
de eltérı mértékben. A görbék azt mutatják, hogy az oldalnyomás növekedés a két utóbbi 
anyagot tekintve szignifikáns, a lipidfilmbe való beépülés stabil.  
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42. ábra 
TB2, TB5 és TB8 penetrációja (∆Π) 20 mNm- tömörségő lipidfilmbe az idı függvényében,   
23 °C -on 
 
A lipidfilm tömörségének is jelentıs befolyása van a hatóanyag szubfázisból történı 
beépülésére, a kompaktabb filmbe a beépülés kisebb mértékő.  
A három vegyület penetrációjára kapott eredmények összhangban vannak a molekulák 
egyéb jellemzıivel.  A TB8 – ami nem penetrál- polaritása a három vegyületet összevetve a 
legnagyobb mivel felületaktivitása nincs és a log Papp értékek szerint is a legkevésbé lipofil. A 
TB2 és TB5 log Papp értéke hasonlónak adódott, de a TB5 mind a keverékfilm vizsgálatban, 
mind a penetrációs mérésben egyértelmően nagyobb lipid affinitást mutatott, mint a TB2. 
Az itt alkalmazott monoréteges mérésekkel tehát a log Papp értékek mellett olyan 
különbségeket tudunk megállapítani a vizsgált anyagok között, amelyek befolyásolhatják 
transzport tulajdonságaikat az esetleges gyógyszer-hatóanyagként való alkalmazásuk során.  
 
5.2.3.2. Egykomponenső réteg és keverékfilm izotermák meghatározása 
 
 A vizsgálandó anyag lipiddel való kölcsönhatásának tanulmányozása során elıször 
Langmuir-mérlegben létrehoztam valamennyi hatóanyag, illetve a lipid egyrétegő filmjét, és 
felvettem a tiszta komponensek oldalnyomás-terület izotermáit. Ezt követıen a lipid+ 
vizsgálandó anyag 5:1 mólarányú keverékébıl képzett filmek izotermáit határoztam meg, 
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végül összevetettem a tiszta komponensek és a keverékek izotermáit. Ezekbıl következtettem 
a hatóanyag-lipid kölcsönhatásra. 
 
A hatóanyagok izotermái 
 
Az INH és konjugátumának, valamint a három hatóanyag-jelölt izotermáit a 43. és 44. ábra 
tünteti fel. Az INH nem képez Langmuir filmet, az INH-redSernél azonban lényeges 
oldalnyomás növekedés figyelhetı meg, ezért lehetıség volt a konjugátum és a lipidfilmbeli 
kompatibilitásának (l. késıbb) meghatározására. A TB2, TB5 és TB8 hatóanyag-jelöltek 
izotermáit vizsgálva csak az elsı két molekula esetében volt érzékelhetı oldalnyomás 
növekedés a film kompimálása során. Az izotermák jó egyezést mutatnak a statikus és 
dinamikus felületi feszültség mérések adataival. 
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43. ábra 
A TB2, TB5 és TB8 hatóanyag-jelöltek önálló oldalnyomás–terület izotermáinak kompressziós ága, 
23 °C -on 
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44. ábra 
Az INH és INH-redSer önálló oldalnyomás–terület izotermáinak kompressziós ága 23 °C -on 
 
 
Lipid keverékizotermái INH-dal és INH-redSer-rel  
 
A 45. ábrán a tiszta lipid, a lipid + INH, és a lipid + INH-redSer keverékfilmek izotermái 
láthatók. A lipid mennyisége a tiszta lipidfilmben és a keverékfilmekben azonos volt, a 
keverékekben a lipid és hatóanyag molekulák aránya 5:1. A leglényegesebb megállapítható 
tény az, hogy a lipid + INH keverékfilm izotermája a tiszta lipidéhez képest alig változik, az 
INH konjugátumával képzett keverékfilm azonban igen jelentıs eltolódást mutat a nagyobb 
molekuláris helyigény irányába. A molekuláris helyigény meghatározásánál csak a 
lipidmolekulák felületre vitt darabszámával számoltam, a konjugátuméval nem, így az egy 
lipidmolekulára esı helyigény növekedés egyértelmően mutatja a konjugátum jelenlétét. A 
lipid + INH-redSer keverékfilm izotermájának alakja is változik, megjelenik egy 
platószakasz, mely sem a lipid, sem az INH-redSer tiszta izotermájára nem jellemzı, csak a 
keverékfilmnél jelenik meg. A plató a molekulák orientáció változására utal a filmben. 
Például valószínősíthetı, hogy ahogy tömörödik a film, a peptidszakasz apoláris vége 
„beoldódik” a lipid alkilláncai közé, kisebb helyet igényelve a felületen. Az INH-redSer az 
izotermák többszöri felvétele során sem szorul ki a lipidfilmbıl, és a plató szakasz is 
megmarad. Ezek a tapasztalatok a lipiddel való tartós kölcsönhatásra utalnak.   
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45. ábra 
A lipid, valamint a lipid+INH és  a lipid+INH-redSer keverékfilmek oldalnyomás-terület 
izotermáinak kompressziós ága, 23 °C-on. A lipidet mindegyik film azonos mennyiségben 
tartalmazta, keverékfilmekben  a lipid és hatóanyag molekulák aránya 5:1. 
 
Lipid keverék izotermái a TB2, TB5 és TB8 hatóanyag-jelöltekkel 
 
A lipid + hatóanyag-jelöltek keverékizotermáit a tiszta lipidfilmjéhez hasonlítva a 46. ábrán 
láthatjuk. A 47. és 48. ábrán pedig a keverékek egymást követıen felvett izotermáit mutatom 
be.  
 
83 
 
50 100 150 200 250
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
∆ A 
Π
 /
 m
N
m
-1
 lipid
 lipid+TB2
 lipid+TB5
A
2
 / molekula
 
46. ábra 
A lipid, valamint a lipid+TB2 és a lipid+TB5 keverékfilmek oldalnyomás-terület izotermáinak 
kompressziós ága 23 °C -on. A lipidet mindegyik film azonos mennyiségben tartalmazta, 
keverékfilmekben a lipid és hatóanyag molekulák aránya 5:1. 
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47. ábra 
A  lipid, és a lipid+TB2 keverék film három egymás után mért oldalnyomás-terület izotermája, 23 °C 
-on. A lipidet mindegyik film azonos mennyiségben tartalmazta, keverékfilmekben a lipid és 
hatóanyag molekulák aránya 5:1.  
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48. ábra 
A  lipid, és a lipid+ TB5 keverék három egymás után mért oldalnyomás-terület izotermája 23 °C-on. 
A lipidet mindegyik film azonos mennyiségben tartalmazta, keverékfilmekben  a lipid és 
hatóanyag molekulák aránya 5:1. 
 
A keverék telített oldata 5:1 mólarányban tartalmazza a lipidet és a hatóanyag-jelöltet, vagyis 
a hatóanyag-jelölt molekulák a területre felvitt molekulák 16,7%-át teszik ki. Ebben az 
ábrázolásmódban a molekuláris helyigény (x tengely) számításánál a keverékizotermák esetén 
is az elızıekhez hasonlóan csak a lipidmolekulák adott felületre vitt darabszámával 
számoltam, a hatóanyag–jelöltekével nem. Ez azért volt célszerő, mert így a tiszta lipid és a 
keverékizotermák közötti molekuláris helyigény eltolódásból (∆A) egyértelmően látszik a 
hatóanyag filmbeli jelenléte. A molekula méretének ismeretében pedig ∆A ismeretében 
kiszámítható/megbecsülhetı, mennyi hatóanyag-jelölt molekula épült be a lipidfilmbe.  
A lipid+TB8 keverékizoterma teljes mértékben megegyezett a tiszta lipidével, ezért ennek 
görbéjét fel sem tüntettem. A TB8-ról (43. ábra) már megállapítottam, hogy nem képez filmet, 
a keverék tiszta lipid izotermával való egyezésébıl pedig az is látszik, hogy a Langmuir-
mérleges mérésekkel nem mutatható ki érzékelhetı kölcsönhatás a lipid és a TB8 között, a 
molekula inkább beoldódik a szubfázisba. A másik két hatóanyag-jelölt egészen más 
viselkedést mutat. A keverékfilmjeikbıl felvett izotermák eltolódnak a tiszta lipidéhez képest, 
mégpedig a nagyobb molekuláris helyigény irányába. Az eltolódás egyértelmően bizonyítja, 
hogy a TB2 és TB5 molekulák képesek a lipid molekulák között a filmben maradni. A becslés 
során három különbözı - planáris, laterális, és álló - orientációt feltételeztem. Mind a három 
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esetben, az adott orientációt feltételezve, ∆A-ból kiszámítottam, hogy a hatóanyag-jelölt hány 
%-át adja az összes felületen levı molekulának. A számításoknál abból indultam ki, hogy a 
lipidmolekulák mind a felszínen maradnak). 
A 8. táblázatban az elsıként felvett izotermáról leolvasott 6 különbözı oldalnyomás értéknél, 
a három feltételezett orientációra meghatározott %-os összetételt láthatjuk a TB2 és a TB5 
hatóanyag-jelöltekre. A 9. .ban pedig, a planáris orientációra kapott értékeket hasonlítom 
össze a három egymás után mért izoterma esetén.  
 
Π 
mNm-1 
TB2 %-os mennyisége a 
keverékfilmben 
TB5 %-os mennyisége a 
keverékfilmben 
Planáris 
helyzet 
Laterális 
helyzet 
Álló 
helyzet 
Planáris 
helyzet 
Laterális 
helyzet 
Álló 
helyzet 
5 21,5 35,6 73,4 21,0 39,9 72,7 
10 21,0 34,9 72,8 17,5 34,6 67,9 
15 20,2 33,8 71,9 12,0 25,4 57,7 
18 19,7 33,0 71,2 11,8 25,1 57,3 
20 19,9 33,5 71,5 11,7 24,8 56,9 
30 20,2 33,8 71,9 11,3 24,2 56,0 
 
8. táblázat 
A TB2 és TB5 hatóanyag-jelöltek különbözı oldalnyomásoknál számított %-os jelenléte a 
lipidfilmben, három különbözı orientációt feltételezve. 
 
Π 
mNm-1 
TB2 %-os mennyisége a 
keverékfilmben 
Planáris helyzetben 
TB5 %-os mennyisége a 
keverékfilmben 
Planáris helyzetben 
1. 
izoterma 
2. 
izoterma 
3. 
izoterma 
1. 
izoterma 
2. 
izoterma 
3. 
izoterma 
5 21,5 18,6 15,5 21,0 16,9 13,5 
10 21,0 18,9 16,1 17,5 14,7 12,0 
15 20,2 17,8 15,5 12,0 10,1 7,4 
18 19,7 18,3 16,1 11,8 9,8 8,1 
20 19,9 18,6 16,9 11,7 9,4 7,8 
30 20,2 18,9 16,9 11,3 9,4 7,2 
 
9. táblázat 
A TB2 és TB5 hatóanyag-jelöltek különbözı oldalnyomásoknál számított %-os jelenléte a 
lipidfilmben, planáris orientációt feltételezve három egymást követıen felvett izotermára.   
 
A 8. táblázat adatai alapján a molekulák álló helyzete a TB2 és a TB5 esetén is kizárható, 
mivel ezt az orientációt feltételezve az eredeti 16,7%-os hatóanyag mennyiségnek 
többszörösét kaptam. Ez alapján a molekulák biztosan nagyobb helyet igényelnek, mint azt 
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álló helyzetben tennék. A TB2 esetén a laterális helyzet is elvethetı, mert még itt is kb. 
kétszeres hatóanyag mennyiséget kaptam az eredetihez képest. A planáris orientációra kapott 
értékek közelítik meg leginkább a 16,7%-ot, de kismértékben még ezek is meghaladják, ami a 
lipid és a hatóanyag közötti kölcsönhatásnak tulajdonítható. Ha egy-egy oszlopot nézünk, 
látható, hogy különbözı tömörségnél (oldalnyomásnál) az értékek csak igen kis mértékben 
változnak, ráadásul a kezdeti csökkenést tömörebb filmnél növekedés váltja fel. Ez arra utal, 
hogy a TB2 molekulák a film kompressziója során nem változtatják orientációjukat, 
mindvégig planáris helyzetben vannak. Az egymást követıen felvett izotermáknál kapott 
értékekbıl (9. táblázat) kitőnik, hogy csökken a %-ban kifejezett hatóanyag mennyiség a 
filmben. A csökkenés mindössze 3-4%-os, amely a molekulák hidrofil karakterét tekintve 
igen kismértékő. 
A TB5 esetén más eredményeket kaptam. Ha a 8. táblázat utolsó három oszlopát nézzük, a 
különbözı oldalnyomásokra kapott értékekben 15 mNm-1-ig szignifikáns a változás, ennél 
tömörebb film esetén azonban már gyakorlatilag változatlanok az értékek. Ez a 10 és            
15 mNm-1 oldalnyomású szakaszon a 46. ábrán is jól látható fázisátmenetnek, orientáció 
változásnak tulajdonítható. Az eredeti 16,7%-ot planáris helyzetben, a 10 mNm-1-re kapott 
érték közelíti meg leginkább. Ez éppen a fázisátmeneti szakaszra esik, molekula 
feltételezhetıen a planáris és laterális helyzet közötti állapotban orientálódik. A 9. táblázatban 
a három egymást követıen felvett izotermára kapott hatóanyag jelenlétaz egyértelmően 
csökken. A molekulák egy része ugyan kiszorul a filmbıl, a csökkenés azonban nem csak 
ennek tulajdonítható, hanem a molekula orientációváltozásának is, azaz egyre kisebb helyre 
van szüksége. Ez a lipiddel való erısebb kölcsönhatásnak, affinitásnak köszönhetı. 
 
Additivitás 
 
Ha két különbözı anyag egyedi, és egymással alkotott keverékének izotermáit is felvesszük, 
akkor meg tudjuk határozni a két anyag keveredését, egymással való elegyíthetıségét a 
filmben. Egy két komponenst tartalmazó keverékfilmben adott oldalnyomáson, ideális esetben 
a molekulák által elfoglalt átlagos terület ( idA ) az alábbi összefüggéssel számítható ki: 
[Gaines, 1966, Dynarowicz-Latka Kita, 1999].  
 
     2211 xAxAAid += ,     15. egyenlet 
 
ahol 1A  és 2A  az egy komponenső tiszta fimben az adott anyag molekuláris  helyigénye, 1x  
és 2x   pedig az anyagok móltörtjei a keverékfilmben. 
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Abban az esetben, ha a két anyag ideálisan keveredik/elegyedik (additív), vagy ha egyáltalán 
nem keveredik/elegyedik, akkor a fenti egyenlet alapján számolt Aid értéke meg fog egyezni a 
keverékfilmre kísérletileg meghatározott molekula által elfoglalt területtel (A12). 
Amennyiben eltérést tapasztalunk az ideális (Aid) és a kísérletileg számolt (A12) értékek 
között, az a két komponens közötti kölcsönhatásra utal. A kettı különbsége:  
 
∆A = 12A - idA       16. egyenlet 
 
így ∆A az ideális keveredéstıl való eltérés mértéke. Ha ∆A értéke nem nulla, az a 
komponensek kölcsönhatásának bizonyítéka. Értéke természetesen lehet pozitív, ha a 
keverékben a molekulák jobban expandáltak, a kölcsönhatások gyengébbek, mint a tiszta 
filmekben, illetve lehet negatív, ha molekulák közötti kölcsönhatás, a kohézió a keverékben 
erısebb.   
A 49. ábrán a lipid+INH-redSer keverékfilm számított, illetve kísérletileg mért additivitási 
görbéit láthatjuk. Nagyobb molekuláris helyigénynél (kevésbé tömör filmesetén) még azt 
tapasztaljuk, hogy ∆A>0, ami a keverékfilm expandált állapotának tudható be. 6 mNm-1 
oldalnyomástól azonban ∆A<0, a mért érték lényegesen kisebb az ideális esetre számolthoz 
képest. Az additivitásra kapott értékek egyrészt igazolják a keverékfilmben a molekuláris 
keveredést, másrészt vonzó kölcsönhatásra és kedvezı illeszkedésre utalnak a  lipid és      
INH-redSer között. 
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49. ábra 
A lipid+INH-redSer keverékfilm kísérleti oldalnyomás– terület izotermája és az ideális keveredést 
feltételezı számított oldalnyomás– terület izoterma, 23 °C –on. 
 
5.2.3.3 Lipid terítése INH és INH-redSer oldatára 
 
Ezeket a méréseket abból a célból végeztem el, hogy megvizsgáljam, milyen összetételő film 
alakul ki abban az esetben, ha a felületen elsıként a hatóanyag jelenik meg, és csak ezt 
követıen terítjük a felületre a lipidoldatot. Arra voltam kiváncsiak, hogy a lipidmolekulák 
képesek-e kiszorítani a felületrıl a hatóanyag molekuláit, és ha igen, milyen mértékben, 
illetve a hatóanyag képes-e a lipidrétegben maradni. Az INH esetén azt tapasztaltam, hogy a 
hatóanyagnak nincs hatása a lipidréteg kialakulására, és annak szerkezetére. Az INH-redSer 
hatása viszont jelentıs. Érdemes elsıként a három egymást követıen felvett izotermát 
összehasonlítani (50. ábra).  
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50. ábra 
INH-redSer oldatára terített lipid három egymás után mért oldalnyomás– terület izotermája,   
23 °C -on. 
 
Az elsı és második izoterma között jelentıs az eltolódás, míg a második és harmadik között 
nincs különbség. Ennek az a magyarázata, hogy az elsı komprimálást követıen az            
INH-redSer molekulák egy része a lipidmolekulák felülethez való nagyobb affinitása miatt 
kiszorul a felületrıl, ezt követıen viszont stabilizálódik a felületen lévı lipid:hatóanyag 
összetételarány.  
A 51. ábrán a tiszta lipid és tiszta INH-redSer, valamint az INH-redSer lipid oldatra terítését 
követıen felvett elsı izotermáját vetjük össze. A konjugátum tiszta izotermája fehérjékre 
jellemzı, erısen expandált jellegő.  
A lipid INH-redSer oldatra terítését követıen kapott izoterma alakjahasonlít a konjugátum 
izotermájára. A komprimálás során a film sokáig szintén folyadék expandált állapotú, 
azonban a nagyobb mértékő komprimálás hatására kondenzált állapotba kerül. Ez a különbség 
egyértelmően a lipid jelenlétére utal. A molekuláris helyigény számításánál a 
keverékizotermákhoz hasonlóan itt is csak a felvitt lipidmolekulák mennyiségét vettem 
figyelembe. Az oldatra terítést követıen tapasztalt eltolódás a konjugátum izotermájától a 
lipid izotermája irányába a hatóanyag-konjugátum és a lipid együttes jelenlétét bizonyítja.  
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51. ábra 
A tiszta lipid és a tiszta INH-redSer, valamint az INH-redSer oldatára terített lipid oldalnyomás– 
terület izotermája, 23 °C-on. 
 
5.2.4 A film szerkezetvizsgálata összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával 
 
A Langmuir mérlegben fluid határfelületen kialakított lipidfilm, illetve az INH-redSer 
penetrációját követıen kapott film szerkezetét összegfrekvencia-keltési spektroszkópiával is 
vizsgáltam. A spektrumok analízisével a felületi molekularétegek szerkezetét jellemezhetjük, 
mert a felületen lévı molekulák egyes csoportjairól, és azok orientációjáról kapunk 
információt. A foszfolipon különbözı tömörségő Langmuir filmjének összegfrekvencia-
keltési spektrumait mutatja az 52. ábra. A komprimált film esetén kaptam a legnagyobb 
intenzitást. A különbözı gátpozíciókig expandált filmeknél, ahogy nıtt a lipidmolekulák 
rendelkezésére álló terület, az intenzitások csökkentek, a spektrumok jellege azonban 
megmaradt.  
A 2800-3000 cm-1 rezgési frekvencia tartományban felvett spektrumokban a lipid 
alkilláncaiból metil- metiléncsoportoktól (–CH3 és –CH2) eredı rezgési sávok jelennek meg, 
melyek asszignációja jól ismert [Watry et al., 2003.; MacPhail et al 1984].  
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52. ábra 
A foszfolipon különbözı tömörségő Langmuir filmjeinek összegfrekvencia-keltési spektrumai, a 
keretben megadott számok a lipidmolekulák rendelkezésére álló területet mutatják. 
 
Az ssp polarizáció-kombinációval felvett spektrumokban két keskeny, intenzív sáv jelenik 
meg 2878 és 2938 cm-1 hullámszámnál. Az elıbbi a metilcsoport szimmetrikus 
vegyértéknyújtási rezgésének (r+), utóbbi pedig szintén a metilcsoport Fermi rezonanciájának 
(r+ FR), tulajdonítható. 2961 cm
-1 hullámszámnál kisebb intenzitású váll figyelhetı meg, ami a 
metilcsoportok aszimmetrikus vegyértékrezgése (r-). A metilén csoportokra jellemzı sávok 
2850 cm-1 (szimmetrikus vegyértékrezgés, d+) és 2960 cm-1 (aszimmetrikus vegyértékrezgés 
és Fermi rezonancia, d- és d+FR) hullámszámnál szintén kis vállként jelennek meg, 2960 cm
-1 
hullámszámnál pedig a kolin fejcsoporté [Ma és Allen, 2006]. 
Az INH-redSer penetrációja Π = 15 – 20 mNm-1 tömörségő lipidfilmekbe történt, 
ezután a tiszta lipidnél alkalmazott területekre expandáltattam a filmeket. Az 53. és 54. ábrán 
a penetrációt követıen kapott spektrumokat a tiszta lipidéhez hasonlítottam. Egyértelmően 
látszik, hogy az INH-redSer penetrációját követıen növekszik a csúcsok intenzitása, mely 
még a tömör filmek esetén is szembetőnı. A spektrumok változása bizonyítja az INH-redSer 
jelenlétét a lipidfilmben. Bıvebb információt a molekulák orientációjáról és helyezkedésükrıl 
azonban nem nyújtanak, mivel a spektrumokban nem tudjuk elkülöníteni a lipid 
alkilláncaiból, illetve a konjugátum metil és metilcsoportjaiból eredı jelet. Ezek 
megkülönböztetése céljából deuterált lipid alkalmazását tervezem, melynek segítségével 
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megkülönböztethetıvé válik a két molekulából származó jel, mivel a C-D vegyértékrezgések 
más hullámszámnál vannak, mint a C-H vegyértékrezgések. 
2 8 0 0 2 8 5 0 2 9 0 0 2 9 5 0 3 0 0 0
0
1
2
3
4
5
6
7
8
2 8 0 0 2 8 5 0 2 9 0 0 2 9 5 0 3 0 0 0
0
1
2
3
4
5
6
7
8
 
S
F
G
 i
n
te
n
z
it
á
s
 (
te
ts
z
õ
le
g
e
s
 e
g
y
s
é
g
)
h u llá m s z á m  / c m
-1
 7 2 ,5 c m
2
 5 4  c m
2
 4 5 ,6  c m
2
 3 8 ,4  c m
2
l ip id l ip id + IN H -re d S e r
 
h u l lá m s z á m  / c m
-1
 
53 .ábra 
A tiszta lipid (balra), és az INH-redSer penetrációja utáni (jobbra), különbözı tömörségő Langmuir 
filmjeinek összegfrekvencia-keltési spektrumai, a keretben megadott számok a lipidmolekulák 
rendelkezésére álló területet mutatják. A penetráció Π= 15mNm-1-es filmbe történt. 
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54.ábra 
A tiszta lipid (balra), és az INH-redSer penetrációja utáni (jobbra), különbözı tömörségő Langmuir- 
filmjeinek összegfrekvencia keltési-spektrumai, a keretben megadott számok a lipidmolekulák 
rendelkezésére álló területet mutatják. A penetráció  Π= 20mNm-1-es filmbe történt. 
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5.2.5 Atomi erı mikroszkópia 
 
A penetrációs mérések során az INH-redSer, illetve a TB2 esetén tapasztaltam a lipiddel való 
legnagyobb mértékő kölcsönhatást, illetve filmbe beépülést. Ezért a penetrációt követıen ezek 
Langmuir-filmjeibıl egyrétegő LB filmet készítettem, majd ennek felületét, topográfiáját 
AFM-mel vizsgáltam. Az összehasonlíthatóság érdekében a tiszta lipidfilmbıl is készítettem 
LB filmet.  
A hatóanyag nélküli, tiszta lipid topográfiai, képe (55. ábra) alapján megállapítható, hogy a  
15 mNm-1 oldalnyomással jellemzett lipidfilm doménes (szigetes) szerkezető. A film 
vastagsága a lipid molekulák közel merıleges orientációjának megfelelı, megfelelı 2 nm 
körüli érték. A keresztmetszeti profil képek azt mutatják, hogy a film felülete sima és 
egyenletes. 
 
55. ábra 
Hatóanyag nélküli lipidfilm 5 x 5 µm-es AFM felvétele.  A film felületi topográfiája a keresztmetszeti 
kép profiljából olvasható le. 
 
Az INH-redSer, illetve a TB2 penetrációját követıen készített LB film topográfiai 
képét az 56. és 57. ábra mutatja. Megállapíthatjuk, hogy mindkét anyag penetrációját 
követıen megmaradt a szigetes szerkezet, valamint a lipid tömörsége is azonos. A filmek 
vastagsága átlagosan itt is 2 nm-nek adódik, hasonlóan a tiszta lipidfilmhez. A keresztmetszeti 
profil képeken ugyanakkor szembetőnı, hogy a tisztán lipidbıl felépülı film esetén a felület 
sokkal simább, mint a két penetráló hatóanyag közül bármelyiket is tartalmazó lipidfilm 
esetén. 
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56. ábra.  
INH-redSer penetrációja után készített lipid LB-film 5 x 5 µm-es AFM felvétele. A film felületi 
topográfiája a keresztmetszeti kép profiljából olvasható le. 
57. ábra. 
A TB5 penetrációja után készített lipid LB-film 5 x 5 µm-es AFM felvétele. A film felületi 
topográfiája a keresztmetszeti kép profiljából olvasható le. 
 
A vonal szerinti kiértékelés után, a szigetek felületét figyelembe véve meghatároztam a 
vizsgált minták érdességét. Az Ra az átlagos érdességet jelenti, és definíció szerint az észlelt 
profil pontjainak a középvonaltól mért átlagos távolságát jelöli. A mért értékeket a 10. 
táblázatban foglaltam össze. 
LB rendszer neve 
Ra/ nm 
átlagos érdesség  
Lipid 0,13 ± 0,02 
Lipid + INH-redSer 0,40 ± 0,08 
Lipid + TB2 1,97 ± 0,32 
 
10. táblázat 
A vizsgált LB filmek egybefüggı reprezentatív területeinek érdesség adatai (Ra). 
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Az érdesség adatokból jól látszik, hogy a hatóanyagot nem tartalmazó lipid rendszer felszíne 
egységes, mivel azonos molekulákból felépülı, adott tömörségő, rendezett filmrıl van szó. A 
penetrációs filmek ehhez képest lényegesen nagyobb érdességet mutatnak, ami egyértelmően 
jelzi a hatóanyag kölcsönhatását a lipid réteggel, valamint azt is, hogy a penetráció 
megbontotta ennek a rétegnek a rendezettségét.  
Tekintetbe véve a penetráló molekulák méretét, a TB5 esetén jelentıs aggregáció is 
lejátszódhat.  
 
5.3. Polimerfilmek 
 
Munkám során, PLA és különbözı PEO tartalmú blokk kopolimerek filmképzı 
tulajdonságait tanulmányoztam. PLA és PLA + blokk kopolimerekbıl képzett keverékfilmmel 
modelleztem a gyógyszerhordozó felszínét, majd a különbözı összetételő filmek 
biokompatibilitásának tesztelése céljából fehérjével való kölcsönhatásukat vizsgáltam.  
 
5.3.1 A tiszta polimerek Langmuir-filmjei 
 
A 58. ábrán a tiszta PLA, a 59. ábrán példaként két jellegzetes viselkedéső blokk 
kopolimer, a tiszta Pluronic 6400 és 6800 Langmuir filmjének oldalnyomás-terület 
izotermáját tüntettem fel. Szembetőnıen más jellegő a PLA és a blokk kopolimerek 
izotermája. 
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58. ábra 
A tiszta PLA oldalnyomás – terület izotermája, 23 oC-on. 
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A PLA film görbéje más kutatók korábbi mérésével megegyezı [Boury et al., 1993. és 
1994]. Kis felületi borítottságnál az izoterma a folyadék expandált (LE) filmekre jellemzı 
nagymértékő oldalnyomás növekedéssel. Ezt egy plató szakasz követi, mely a folyadék 
expandált és a folyadék kondenzált állapotok fázis átmenetére (LE → LC) jellemzı, ahol a 
terület csökkenésével az oldalnyomás alig változik. Az izoterma következı szakasza a nagy 
felületi borítottságnál megjelenı folyadék kondenzált (LC) állapotú filmet jelzi, ekkor az 
oldalnyomás meredeken nı.   
 
59. ábra 
A tiszta Pluronic 6400 és 6800 oldalnyomás – terület izotermája, 23 oC-on. 
 
A Pluronic filmek izotermáján az oldalnyomás egyenletesebben változik a 
kompresszió során, mely expandáltabb filmet feltételez. A Pluronic 6400 esetén 
megfigyelhetı egy, a PLA filméhez képest kevésbé karakteres fázisátmenet, mely a 6800-as 
jelő minta esetén már nem látható. A különbség a blokkok relatív hosszúságából adódhat. A 
Pluronic 6800 esetében a középsı, hidrofób jellegő blokk rövid, így kevéssé valószínő a kefe- 
szerő elrendezıdés, melyhez a hidrofób blokk adszorpciója, és a hidrofil blokkok vizes 
fázisba való oldódása szükséges. A vízfelszínre teritett Pluronic molekulák konformáció 
vizsgálata SFG technikával ezt támasztja alá [Kiss et al., 2006].  
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5.3.2  A polimerek keverékének  Langmuir-filmjei 
 
Ha a tiszta PLA film izotermáját a PLA+Pluronic 6400 c rendszer keverékével hasonlítjuk 
össze (60. ábra) látható, hogy a kezdeti, ún. folyadék expandált állapotban a két izoterma 
együtt fut, a különbség a fázisátmeneti régióban kezd megmutatkozni. Megvizsgáltam, hogy 
milyen hatással van a PLA filmre, ha az egyes Pluronicokat különbözı arányban adom hozzá.  
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60. ábra 
Tiszta PLA és PLA + Pluronic 6400 c rendszer oldalnyomás – terület izotermája, 23 oC-on. 
 
Példaként, a 61. ábrán a PLA+Pluronic 6800 három különbözı arányú keverékének izotermáit 
ábrázoltam. A keverék a Pluronicot 10, 20, illetve 60%-os arányban tartalmazta (c d, és e 
rendszerek). Az oldalnyomást a komponensek adott arányát figyelembe véve, egyetlen 
monomer egységre számított átlagos terület függvényében ábrázoltam. Az izotermák alakja 
nagymértékben hasonlít a tiszta PLA-ra kapott izotermához. A Pluronic 6800-at a PLA-hoz 
keverve a plató szakaszban és így a keverékfilm kompresszibilitásában nem tapasztalható 
olyan jellegzetes változás, mint a Pluronic 6400 esetén. (l. 60. ábra).   
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61. ábra  
PLA + Pluronic 6800 c, d és e rendszerek izotermái. 
 
A Pluronic adalék mennyiségének növelésével a film folyadék expandált jellege egyre 
kifejezettebbé válik, különösen a még kis felületi koncentrációjú kezdeti szakaszon. Ez a 
viselkedés összhangban van a tiszta Pluronic film izotermájánál tapasztaltakkal, (l. az 59. 
ábrán). A tiszta Pluronic 6800 filmje – melynek az adalékok közül a leghosszabbak a hidrofil 
PEO blokkjai - nagymértékben kompresszibilis, és fázisátmenet egyáltalán nem figyelhetı 
meg. Ennek a csökkent mértékő rendezıdésnek az lehet a magyarázata, hogy a kellıen hosszú 
hidrofil PEO blokkok szolubilizálják a centrális helyzető PEO blokkot. 
 
5.3.3. A keverékfilmek additivitása  
 
Az additivitást a korábban leírtakkal (l. 82. oldal) megegyezıen alkalmaztam a keverékfilm 
komponensek kompatibilitásának, kölcsönhatásának meghatározására. 
A PLA Pluronicokkal kevert filmje esetén az additivitás meghatározásához érdemesebb ∆A 
relatív értékével számolnunk (∆A/Aid), mivel az egy monomeregységre jutó helyigény 
folyamatosan változik a film komprimálása során [Chou és Chu, 2003]. 
Meghatároztam ezeket a relatív értékeket 100:10, 100:20 és 100:60 tömegarányú 
PLA+Pluronic 6800 keverékfilmekre, a filmek különbözı oldalnyomású állapotaiban. Az 
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additivitástól való eltérés két irányú lehet, amit a molekulák szorosabb illeszkedése okozhat 
(kontrakció), illetve fordított esetben éppen a kevésbé szoros illeszkedés miatt a film kiterjed 
(expanzió) [Aston et. al. 1992]. Mivel a platók szakaszain egy adott oldalnyomáshoz nem 
egyetlen területérték, hanem egy területtartomány rendelhetı, ezért azokon a szakaszokon az 
additivitástól való relatív eltérés nem értelmezhetı. 
 A PLA+Pluronic 6800 keverék ideálistól eltérı viselkedése mindegyik összetételnél 
megmutatkozott. A legkevesebb adalékot (100:10 tömegarányú összetétel) tartalmazó keverék 
esetén az additivitástól való relatív eltérés negatív, ami azt jelzi, hogy a résztvevı molekulák 
szorosabban illeszkednek, mint egy ideális, kölcsönhatásmentes rétegben. 100:20 
tömegarányú összetétel esetén az additivitástól való relatív eltérés már pozitív, ekkor a 
Pluronic expanziós hatást fejt ki a PLA filmre. A Pluronic mennyiségét tovább növelve 
100:60 tömegarányú összetételnél pozitív irányban tovább nı, erısödik az expanziós hatás. 
Az ideálistól való eltérés (akár negatív, akár pozitív) arra utal, hogy a PLA kompatibilis a 
Pluronic 6800 adalékkal a vizsgált összetételtartományban. Hasonló megállapításra jutottak 
[Kiss et al., 2004] a Pluronic 6400 korábbi tanulmányozása során, azonban ennél az adaléknál 
az ideálistól való relatív eltérés mindegyik összetétel arány esetén negatívnak adódott. Ez arra 
enged következtetni, hogy a kisebb mérető, és nagyobb mértékben hidrofób molekulák és a 
PLA között erısebb vonzó kölcsönhatások vannak a folyadék expandált szakaszban. Az 
additivitás vizsgálataink alapján megállapítottam, hogy az adalék polimerek molekulárisan 
keverednek a PLA-val a felületi rétegben, mely nagymértékben hozzájárul a PLA-ból képzett 
Langmuir film stabilitásához, és alátámasztja a Pluronicok felületmódosító ágensként való 
alkalmazását. 
 
5.3.4. Nedvesedés 
 
A PLA illetve a különbözı Pluronic adalékok által módosított PLA filmekbıl készített 
egyrétegő LB filmek nedvesedését vizsgáltam. A 11. táblázat a haladó és hátráló víz 
peremszögeket tartalmazza az egyes filmekre. Mindegyik adalék esetén a PLA+Pluronic 
arány 100:10 összetételő volt.  
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LB film összetétele 
Víz peremszög/ ° ∆γ / 
mNm-1 ΘA ΘR 
PLA 77,1 ± 1,2 59,7 ± 1,7 0,1 ± 0,05 
PLA+Pluronic   6400 63,7 ± 5,6 25 ± 1,7 1,2 ± 0,6 
PLA+Pluronic   6800 67,9 ± 3,1 20,0 ± 4,2 1,4 ± 0,4 
PLA+Pluronic 10500 66,3 ± 4,7 41,8 ± 1,5 2,6 ± 0,3 
PLA+Pluronic 12700 54,7 ± 2,7 22,8 ± 3,6 6,2 ± 2,0 
 
11. táblázat 
PLA és 100:60 összetételarányú PLA + Pluronic keverékek LB filmjein mért haladó és hátráló 
peremszögek, illetve a méréshez használt víz felületi feszültségének csökkenése. 
 
A PLA filmre kapott peremszög értékekhez viszonyítva az összes adalék esetén a haladó 
peremszög szignifikáns csökkenését, és még ennél is nagyobb mértékben szignifikáns hátráló 
peremszög csökkenést tapasztaltam. A hátráló peremszögek nagyobb mértékő csökkenése 
arra utal, hogy a felületen a nedvesedésmérés során hidratálódó polimer van jelen. A 
hiszterézis (haladó és hátráló peremszög közötti különbség) egyes esetekben a 30 fokot is 
meghaladja, amit a polimerfilm heterogenitása okozhat. A nedvesedés mérését követıen 
ellenıriztem, hogy változott-e a víz felületi feszületi feszültsége, amelybe a polimerfilmet 
tartalmazó lapot merítettem. A kiindulási 72,8 mNm-1-es értékhez viszonyított változást (∆γ) 
szintén a 2. táblázat tartalmazza. 2 mNm-1-t meghaladó felületi feszültség csökkenést a 
Pluronic 10500 és Pluronic 12700 tartalmú filmeknél tapasztaltam.  
A felület hidrofilizációjáról a nedvesedési feszültség (τ) [Wolfram, 1971] nyújt információt, 
amit az alábbi egyenlettel számolhatunk: 
τ = γ cosΘ  17.egyenlet 
  
A képletben γ a tiszta víz felületi feszültségének, és a mérést követı felületi feszültségnek az 
átlaga, cosΘ  pedig a kapott haladó és hátráló peremszögek átlaga: 
cos Θ = 0,5(cosΘA + cosΘR).  18.egyenlet 
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A 62. ábra a tiszta PLA és a keverékfilmek τ értékeit mutatja. Valamennyi Pluronic-kal kevert 
film nedvesedési feszültsége  majdnem kétszer nagyobb, mint a tiszta PLA filmé. A 
keverékfilmre kapott értékek szórása igen nagy, ezért e tekintetben nem tudunk különbséget 
tenni a különbözı adalékok között. Azt azonban egyértelmően kijelenthetjük, hogy mindegyik 
vegyület alkalmas a hidrofób PLA réteg hidrofil irányba való módosítására. 
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62. ábra 
A PLA és 100:60 összetételarányú PLA+Pluronic  keverékek LB filmjeinek  nedvesedési feszültség 
értékei, 23 oC-on. 
 
5.3.5. Fehérje-polimerfilm kölcsönhatás 
 
A tiszta PLA film, valamint a keverékfilmek fehérjével (BSA) való kölcsönhatását az 
oldalnyomás változás alapján követtem nyomon. Információt győjtöttem mind az adszorpciós 
mind a penetrációs folyamatról. Különbözı oldalnyomás eléréséig komprimálva a  
polimerfilmet (5, 10 és 12 mNm-1), a fehérjeoldatot a szubfázisba injektáltam. A 63. ábrán 
példaként az 5 mNm-1 oldalnyomású PLA+Pluronic 6400 keverékfilm (100:20 tömegarány) 
fehérje hatására történı oldalnyomás változását láthatjuk A görbe kezdeti szakasza a 
keverékfilm komprimálását mutatja az általam választott 5 mNm-1-es oldalnyomás eléréséig. 
A stabilizálódást követıen juttattam a BSA-oldatot a szubfázisba, ami azonnal jelentıs 
oldalnyomás növekedést eredményezett.  Az idı elırehaladtával Π  változása csökken, mely a 
film egyensúlyi helyzetének elérésére utal. A mérést egészen a stacioner állapot eléréséig  
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folytattam, illetve amíg a görbe meredeksége 0,02 mNm-1 alá csökkent. Az egyes 
PLA+Pluronic keverékfilmekre kapott - fehérje penetrációt követı - egyensúlyi oldalnyomást 
összehasonlítottam a tiszta PLA fehérje penetráció utáni egyensúlyi oldalnyomásával, és a 
kapott eredmények segítségével jellemeztem a Pluronic adalékok fehérjeadszorpcióra és 
penetrációra kifejtett hatását. 
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63. ábra 
A BSA polimer filmbe (), illetve tiszta víz felületére (o) történı adszorpcióját/penetrációját követı 
oldalnyomás értékek az idı függvényében, 23 oC-on. 
 
Feltüntettem az ábrán a gát tiszta vízfelszínő oldalán a BSA injektálását követıen detektált 
oldalnyomás változást is. Kb. 20 perces indukciós periódust követıen (ez alatt a Π nem 
változik) az oldat/levegı felületen az oldalnyomás hirtelen növekedni kezdett, és hamar elérte 
a 12 mNm-1 körüli egyensúlyi értéket, ami több mérést figyelembe reprodukálhatóan adódott. 
Ez utóbbi a BSA oldat/levegı határfelületi adszorpciójának, felületaktivitásának a 
következménye. Az indukciós szakasz a fehérje diffúziójával, valamint a felületi adszorpciót 
közvetlenül megelızı konformáció-változással magyarázható.  
A 64-66. ábrán a BSA injektálást követı oldalnyomás változást (∆Π) láthatjuk a különbözı 
Pluronic-ot tartalmazó keverékekre, valamint a tiszta PLA filmre. ∆Π-t az injektálást 
megelızı, általam választott oldalnyomás értékek (Π) függvényében ábrázoltam.  
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Megállapítható, hogy minél nagyobb a PLA film felületi borítottsága, vagyis minél nagyobb 
oldalnyomás értéknél injektáljuk alá a BSA oldatot, annál kisebb az adszorpció/penetráció 
mértéke. Ugyanezt tapasztaljuk a PLA+Pluronic keverékfilmekre, függetlenül attól, hogy 
hány százalék adalékanyagot (c, d és e rendszerek) tartalmaznak. A 64. ábrát vizsgálva, nem 
látunk lényeges különbséget a tiszta PLA és a PLA+Pluronic 6400 görbéi között, a BSA 
penetráció csak igen kis mértékben csökkent az adalékanyag hatására. 
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64. ábra 
A tiszta PLA (■) és a PLA+Pluronic 6400 100:10 (□), 100:20 (○) és 100:60 (∆) tömegarányú 
keverékfilmek oldalnyomás változása BSA hatására a kezdeti oldalnyomás függvényében. 
 
A 65-66. ábrákon azonban az látható, hogy a másik két adalék, a Pluronic 6800 és 12700 
alkalmazásakor szignifikáns a fehérje adszorpció/penetráció csökkenése, ami azt jelzi, hogy 
ez a két adalék sikeresen hidrofilizálja a PLA filmet. A PLA-hoz adott Pluronic mennyisége 
azonban itt is csak kismértékben befolyásolja a fehérjével való kölcsönhatást. A 66. ábrán 
még azt figyelhetjük meg, hogy a Pluronic 127000 a nagyobb komprimáltsági fokú filmen 
jobban ki tudja fejteni hidrofilizáló hatását.  
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65. ábra 
A tiszta PLA (■) és a PLA+Pl6800 100:10 (□), 100:20 (○) és 100:60 (∆) tömegarányú keverékfilmek 
oldalnyomás változása BSA hatására a kezdeti oldalnyomás függvényében. 
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66. ábra 
A tiszta PLA (■) és a PLA+Pl12700 100:10 (□), 100:20 (○) és 100:60 (∆) tömegarányú 
keverékfilmek oldalnyomás változása BSA hatására a kezdeti oldalnyomás függvényében. 
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A fehérjeadszorpciós/penetrációs kísérletek rámutattak, hogy a fehérje és a polimerek 
közötti kölcsönhatás mértéke függ a polimerfilm állapotától. A PLA felületi tömörségének 
növelésével az adszorbeált, illetve penetrált fehérje mennyisége csökkent. A fehérje 
adszorpció és - penetráció szignifikánsan csökkent a Pluronic 6800 és Pluronic 12700 adalék 
PLA-hoz keverésével. Az eredmények alapján kijelenthetı, hogy a fehérje és a polimerfilm 
közötti kölcsönhatásban a felületmódosító adalék PEO blokkjainak hosszúsága fontos 
szerepet játszik. 
A jelenség széles körben elfogadott magyarázata az,  hogy a hosszú PEO blokkok, 
nagyobb fokú flexibilitásuk és mobilitásuk révén, a felületi rétegbıl jobban benyúlnak a 
szubfázisba, és így sztérikusan gátolják a fehérje molekulák közeledését –  és ezáltal 
kötıdését is  –  a felülethez [Charron és Tilton, 1997]. 
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6 Következtetések 
 
Munkám biológiailag aktív komponenst is tartalmazó határfelületek vizsgálatára irányult. A 
három területen - búzafehérjék adszorpciója, felületi lipid- illetve polimerfilmek és oldott 
komponensek kölcsönhatása - szerzett eredményeket az alábbiakban foglalom össze.  
 
1. A biológiailag aktív komponenseket tartalmazó, vízoldható búzafehérjék 
izoelektromos fókuszálással elválasztott 20 alfrakciójának fluid határfelületi viselkedését 
tanulmányozva az alábbi megállapítások tehetık: 
 
Az alfrakciók oldat/levegı felületi adszorpcióját tanulmányozva azt tapasztaltam, hogy a 
búzafehérjék a tiszta víz felületi feszültségét nagymértékben csökkentik, jelentıs 
felületaktivitással rendelkeznek. Adszorpciójukat a hat referenciafehérjéhez (citokróm c, 
ovalbumin, β-amiláz, β-laktoglobulin, tripszin és marha szérum albumin) hasonlítva azt 
tapasztaltam, hogy még a legkisebb felületaktivitású alfrakció is nagyobb felületi feszültség 
csökkentı hatást mutat, mint bármelyik referenciafehérje.  
Az alfrakciók felületaktivitása egymáshoz viszonyítva szignifikáns eltérést mutatott. 
Kiemelkedı felületaktivitású az elsı öt alfrakció, ami azt jelzi, hogy sok amfifil komponenst 
tartalmaznak. A leginkább felületaktívnak mutatkozó 2. alfrakcióról megállapították 
[Horváthné, 2007], hogy erısen hidrofób jellegő, biológiai aktivitást is mutató 
komponenseket tartalmaz. 
 
A víz/dodekán határfelületi adszorpció esetén valamennyi fehérjére nagyobb felületaktivitást 
mértem. A felületi feszültség igen rövid idı alatt nagymértékben lecsökken, mely bizonyítja, 
hogy a molekulák jobban expandálnak, a hidrofób részek pedig beleoldódnak az apoláris 
fázisba. A búzafehérjék felületaktivitása itt is kimagasló, néhány kivételtıl eltekintve 
valamennyi referenciafehérjéét meghaladja. 
 
A dilatációs reológiai mérések alapján a búzafehérjék adszorpciós rétege nagymértékben 
kompresszibilis. A referenciafehérjék filmjével ellentétben kis rugalmasági modulusszal 
jellemezhetık. Ebbıl az következik, hogy a frakciók kis mérető, flexibilis molekulákat 
tartalmaznak, melyek között az intermolekuláris kölcsönhatás csekély. Az oldat/dodekán 
határfelület esetén az oldat/levegı felülethez viszonyítva a modulusz értékek némileg tovább 
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csökkennek. Feltételezem, hogy a búzafehérje molekulák flexibilis természete, illetve 
hidrofób karaktere az apoláris szénhidrogén fázissal érintkezve jobban érvényesül. 
 
A molekulák felületi tulajdonságai és biológiai aktivitása közötti közelebbi kapcsolat 
bizonyításához a búzafehérje frakciók további szeparálására lenne szükség, melyre jelen 
munka során nem volt lehetıségem. Az azonban kijelenthetı, hogy a búzafehérjefrakciók 
közül sok hidrofób karakterő, a biológiai aktivitású komponensek pedig legkiemelkedıbb 
felületaktivitású alfrakciók között vannak.  
 
2. A tuberkulózis elleni hatóanyagok egyrétegő lipidfilmmel, mint a sejtmembrán 
egyszerő modelljével való kölcsönhatásának vizsgálataiból levonható következtetések: 
 
A hatóanyagok lipidfilmmel való kölcsönhatását Langmuir-mérlegben vizsgáltam. 
Az oldalnyomás mérések alapján az izoniazidról megállapítottam, hogy a lipiddel képzett 
keverékfilmbıl a film kompressziója során kiszorul, a tömör lipidfilmbe pedig nem penetrál, 
tehát nem mutat a lipidfilmmel vonzó jellegő kölcsönhatást. Ezzel szemben az INH peptiddel 
képzett konjugátumának (INH-redSer) keverékfilmjében mind az oldalnyomás értéke, mind 
az izoterma alakja alapján egyértelmő a lipiddel való kölcsönhatás. A penetrációs mérések 
ugyanezt támasztják alá, a molekula képes a tömör lipidrétegbe behatolni, hidrofób 
molekularészével az apoláris alkilláncokkal kölcsönhatásba lépni. Az egyrétegő lipidfilmmel 
való kedvezı kölcsönhatás a teljes membránon való átjutást is elırevetíti. Ennek alapján 
megállapítható, hogy az INH konjugátuma ígéretes jelölt a célzott hatóanyagtraszporton 
alapuló terápiában. 
 
A három új hatóanyag-jelölt (TB2, TB5 és TB8 kódjelő) esetén meghatároztam a 
gyógyszerészeti gyakorlatban használatos oktanol/víz megoszlási hányados (logP) értékeket, 
valamint a víz/levegı határfelületi aktivitásukat. Ezek alapján megállapítottam, hogy a 
vegyületek inkább hidrofilek. Közöttük, különösen a TB2 és TB8 között igen kicsi a 
különbség. Amfifil karakterük a TB8<TB2<TB5 sorrendben nı. Ez alapján a lipiddel való 
kölcsönhatás erısségének vizsgálatánál ugyanilyen sorrendre számítottam. A Langmuir-
mérleges mérések eredményei igazolták várakozásomat a lipidhez való affinitás sorrendjét 
illetıen, azonban a különbségek a vártnál nagyobbak voltak.  Ennek alapján mondhatjuk, 
hogy a lipidfilmmel való kölcsönhatás vizsgálata a lipofilitás adatokkal együtt alkalmas a 
nagyszámú hatóanyag-jelölt közötti szelekcióra. 
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A hatóanyag-lipid kölcsönhatást az INH-redSer esetén összegfrekvencia-keltési 
spektroszkópiával és atomi erı mikroszkópiával, valamint a legígéretesebb hatóanyag-jelölt 
(TB5) esetén atomi erı mikroszkópiával is vizsgáltam. Az összegfrekvenciás jel intenzitása az 
INH-redSer penetrációját követıen a tiszta lipidfilmbıl érkezı jelhez képest jelentısen 
megnövekedett, mely bizonyítja a konjugátum jelenlétét a lipidrétegben. Az AFM felvételek 
alapján pedig a lipid LB filmje sima, melynek érdessége mind az INH-redSer, mind a TB5 
penetrációját követıen nagymértékben növekszik. Ezek a kísérletek megerısítették a 
tenziometrikus mérések során tapasztaltakat.  
 
3. A biodegradábilis hidrofób gyógyszerhordozó polimer (PLA) hidrofil adalékokkal 
(Pluronic) való módosítása során az alábbi következtetésekre jutottam: 
 
A hidrofób karakterő tiszta poli(tejsav) Langmuir-filmjét négy különbözı poli(etilén-
oxid)/poli(propilén-oxid)/poli(etilén-oxid) blokk kopolimerrel (Pluronic 6400, Pluronic 6800, 
Pluronic 10500 és Pluronic 12700) különbözı mennyiségben kevertem. Megállapítottam, 
hogy bármelyik kopolimert használom, az adott koncentráció tartományban a PLA-val 
molekuláris keveredésre képesek. A nedvesedés mérések alapján valamennyi Pluronic képes a 
PLA hidrofób felületének hidrofilizálására.  
 
A felület hidrofilizálódásától a PLA film biokompatibilitásának növekedését vártam, amit 
fehérje adszorpciós/penetrációs mérésekkel bizonyítottam. 
A polimer gyógyszerhordozó felület fehérje adszorpciós viselkedésének jellemzésére a 
hatóanyag-sejtmembrán kölcsönhatás vizsgálatára kidolgozott penetrációmérést alkalmaztam. 
Megállapítottam, hogy a kopolimerek közül kettı, a Pluronic6800 és a Pluronic12700 - 
melyeknek hosszú a láncvégi PEO blokkja - hatékonyan csökkentik a PLA film fehérjével 
való kölcsönhatását. 
 
A vizsgálatok alapján elmondható, hogy a PLA-hoz adott Pluronic módosítja a felület 
polaritását, így befolyásolja a felület adszorpciós képességét. A módosító blokk kopolimer 
felépítése, a hidrofil PEO lánchossz hatása abban nyilvánul meg, hogy minél hosszabb 
ugyanis a hidrofil lánc, annál jobban „betakarja” a hidrofób polimer felületét, sztérikusan 
gátolva fehérje adszorpcióját. 
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Összefoglaló 
 
Az értekezés célja olyan fluid határfelületeken zajló folyamatok vizsgálata és 
modellezése volt, amelyekben biológiai aktivitással rendelkezı komponensek is szerepet 
játszanak.  
A munka elsı részében biológiailag aktív komponenseket tartalmazó, vízoldható 
búzafehérjék felületaktivitását határoztam meg felületi feszültség mérésével. A kapott 
eredményeket ismert tulajdonságú referenciafehérjékéhez (citokróm c, ovalbumin, β-amiláz, 
β-laktoglobulin, tripszin és marha szérum albumin) hasonlítottam. Arra voltam kiváncsi hogy 
fluid határfelületi adszorpciós és reológiai mérésekbıl lehet-e következtetni a biológiai 
aktivitásra, vagyis áll-e fenn korreláció a fluid felületi és a biológiai aktivitás között. 
A búzafehérjék víz/levegı, és víz/dodekán határfelületen is lényegesen nagyobb 
felületaktivitással rendelkeznek, mint a referenciafehérjék. A búzafehérjék frakcióit 
egymáshoz viszonyítva pedig azt tapasztaltam, hogy kimagasló felületaktivitásúak a 
biológiailag aktív komponenseket tartalmazó minták. A további korreláció bizonyításához a 
több komponenső búzafehérje frakciók tovább szeparálására lenne szükség. 
A munka második részében tuberkulózis elleni hatóanyagok sejtmembránnal való 
kölcsönhatásának modellezéséhez egyrétegő lipidfilmet használtam, melyet Langmuir-
mérlegben vizsgáltam. Megállapítottam, hogy az izoniazid (INH) hatóanyag konjugátuma 
(INH-redSer) nagymértékő kölcsönhatást mutat a lipidmolekulákkal, beépül a lipidfilmbe, 
míg maga a hatóanyag egyáltalán nem mutat az oldalnyomás mérésével detektálható 
kölcsönhatást. Az egyrétegő lipidfilmmel való kölcsönhatás alapján feltételezem, hogy a 
konjugáció segíti a hatóanyag sejtmembránon való átjutását. Új hatóanyag-jelölteket (TB2, 
TB5 és TB8 kódjelő) vizsgálva meghatároztam a molekulák polaritását és lipofilitását. A 
kapott eredményekkel összhangban van a lipid-hatóanyag kölcsönhatás vizsgálatok 
segítségével meghatározott lipidréteghez való affinitás sorrend (TB8<TB2<TB5). A módszer 
segítségével nagyszámú hatóanyag-jelölt közötti szelekcióra nyílik lehetıség. 
A munka harmadik részében biodegradábis polimermolekulából poli(tejsav) (PLA), illetve 
egyéb felületmódosító polimerbıl (Pluronic-ok) képzett keverékfilm segítségével 
modelleztem a leendı gyógyszerhordozó felszínét. Megállapítottam, hogy a különbözı 
összetételő blokk kopolimerek képesek a hidrofób PLA felületét hidrofilizálni, ezáltal növelve 
biokompatibilitását. Utóbbit fehérje adszorpciós mérésekkel támasztottam alá. Azt 
tapasztaltam, hogy minél hosszabb a kopolimer PEO lánchossza, annál jobban lecsökken a 
fehérje adszorpciója a tiszta PLA felületéhez viszonyítva. 
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Summary 
 
 The aim of the present work was to experimentally model and investigate the 
interfacial behaviour of such systems where a compound with biological relevance is present 
at the fluid interface. 
 Surface activity of water soluble wheat protein extracts containing bioactive 
compounds were determined in the first part of the work. Results were compared to the 
corresponding data obtained for well defined proteins used as reference materials. The 
question was whether it is possible to estimate bioactivity of a given component from its 
interfacial activity and rheological properties, whether there is a correlation between the 
surface and biological activities. It was found that the wheat protein fractions exhibited higher 
surface and interfacial activities at water/air and water/dodecane interfaces than the reference 
proteins. Comparing the properties of the various wheat protein fractions significant 
differences were obtained and fractions showing high surface activity corresponded to those 
which contained bioactive components. To support this possible correlation further 
separations of the samples are needed. 
 Monomolecular lipid layer formed in Langmuir balance was used to experimentally 
model the interaction of antituberculotic drugs with cell membrane in the second part of the 
work. It was found that the INH conjugated with a peptide presented intense interaction with 
lipid layer, embedded into the film while the INH itself did not show detectable interaction. 
From these measurements it was concluded that the conjugation enhanced the membrane 
affinity of the drug molecule. Furthermore polarity and lipofility of new drug candidates were 
determined and compared to the results obtained in Langmuir-balance experiments on the 
interaction of lipid layer. On the basis of this evaluation a membrane affinity order could be 
formed (TB8< TB2< TB5) and applied as a selection tool in the case of high number of drug 
candidates. 
 Surface of drug delivery polymeric system was modelled using a biodegradable 
polymer (PLA) layer modified with a block copolymer (Pluronic) in the last part of the work. 
The block copolymers proved to be effective in decreasing the hydrophobicity of PLA hence 
improving its biocompatibility. It was verified by protein adsorption behaviour of the 
modified surfaces. The length of PEO chains influenced most the protein adsorption. 
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Rövidítések 
 
BSA    marha szérum albumin  
AFM   atomi erı mikroszkópia 
β-LG    β-laktoglobulin  
β-AM    β-amiláz   
CYT C   citokróm c 
d62-DPPC  deuterált dipalmitoil-foszfatidilkolin 
DMPG  dimirisztoil-foszfatidilglicerol 
DMPC   dimirisztoil-foszfatidilkolin 
HLB    hidrofil-lipofil egyensúly 
IEP   izoelektromos fókuszálás 
INH   izoniazid 
INH-redSer:   INH-91SEFAYGSFVRTVSLPV106,  
az izoniazid peptiddel való konjugátuma 
LB film  Langmuir-Blodgett film  
log Papp  lipofilitás 
MBT    Mycobacterium tuberculosis 
OVA   ovalbumin  
Papp    látszólagos megoszlási hányados 
PLA   poli(tejsav) 
PDMS   poli(dimetil-sziloxán) 
PLGA   poli(tejsav-glikolsav) 
PEO   poli(etilén-oxid) 
PPO   poli(propilén-oxid) 
SFG összegfrekvencia-keltési spektroszkópia  
TB2  2. kódú Mycobacterium tuberculosis elleni hatóanyag-jelölt molekula  
TB5   5. kódú Mycobacterium tuberculosis elleni hatóanyag-jelölt molekula  
TB8   8. kódú Mycobacterium tuberculosis elleni hatóanyag-jelölt molekula 
TBC   tüdıgümıkór 
TRS    tripszin 
TR   transzferarány 
Függelék 
 
A Bánkúti búzából nyert fehérje kivonatokat a Központi Élelmiszer-tudományi 
Kutatóintézetben, (KÉKI)  Dr. Hajós Gyöngyi és Horváthné Dr. Szanics Enikı készítették. Az 
alábbiakban összefoglalom a minták elválasztásának körülményeit, illetve néhány 
tulajdonságát [Szanics, 2004]. 
 
A búzafehérjék vízoldható frakciójából (melyben túlnyomórészt az albuminok fordulnak elı) 
készített 20 alfrakció:  
• A vízoldható frakció elválasztása desztillált vizes extrakcióval történt. 
• A húsz alfrakciót izoelektromos pontjuk alapján választották el egymástól, 
preparatív izoelektromos fókuszálással. Az egyes alfrakciók 
fehérjekoncentrációját Bradford szerint határozták meg (12 .táblázat),           
[Szanics, 2004]. 
 
minta c (mg/ml) pH 
1. 0,467 3,5 
2. 0,486 3,8 
3. 0,471 4,2 
4. 0,443 4,5 
5. 0,585 4,9 
6. 1,076 5,2 
7. 1,424 5,6 
8. 2,234 5,9 
9. 1,710 6,2 
10. 2,162 6,6 
11. 2,325 6,9 
12. 2,237 7,3 
13. 1,969 7,6 
14. 1,704 7,9 
15. 1,174 8,3 
16. 1,123 8,6 
17. 1,132 9,0 
18. 1,182 9,3 
19. 1,322 9,7 
20. 0,755 10,0 
 
F1.táblázat 
A 20 alfrakció koncentrációja és izoelektromos pontja Bradford szerint meghatározva 
 
Az alábbiakban összefoglalom az izoelektromos fókuszálás menetét. Az elválasztás részletes 
leírását az indokolja, hogy a fókuszálás során olyan anyag került a mintába, melynek ismerni 
kívántuk az esetleges felületaktivitás-módosító hatását. 
 
A fehérjék izoelektromos fókuszálása : 
     
Az izoelektromos fókuszálás esetén az izoelektromos pont meghatározása lineáris pH   
gradiensben történik.  
Ennek lényege: A fehérjék az elektromos erıtér hatására a nettó töltésüknek megfelelıen 
az anód, illetve a katód felé vándorolnak, mégpedig a negatív össztöltésőek a pozitív elektród 
(katód), míg a pozitív össztöltésőek a negatív elektród (anód) felé vándorolnak. A két elektród 
közötti lineáris pH gradiensnek köszönhetıen a különbözı nettó töltéső fehérjék vándorlásuk 
során egy bizonyos pH értéknél elveszítik nettó töltésüket, és nem vándorolnak tovább. Ez a 
pH érték a fehérjék izoelektromos pontja. A lineáris pH gradiens azért elınyös, mert 
meggátolja az izoelektromos pontot elérı fehérjék diffúzióját, ugyanis ha a fehérje a negatív 
pólus felé diffundál az izoelektromos pontjától, akkor negatív töltése lesz, és a pozitív pólus 
kezdi vonzani, ha pedig a pozitív pólus felé diffundál az izoelektromos pontjától, pozitív 
töltése lesz, és a negatív pólus kezdi vonzani, ezáltal az elválasztás élesebb lesz [Piljac et al., 
1986]. 
A lineáris pH gradiens biztosítása amfolinnal történik, mely kereskedelemben kapható 
amfolitok keveréke. Az amfolitok poliamino-polikarbonsavak, csak az –NH2 és –COOH 
csoportjaik mennyiségében van különbség, így különbözı nettó töltéssel, ill. pH-val 
rendelkeznek. (F1. ábra). Ennek megfelelıen elektromos erıtérbe helyezve az izoelektromos 
pontjuk is máshol van. Különbözı pH-tartományokat felölelı amfolinok vannak kereskedelmi 
forgalomban, a mintáinkat pH3-pH10 tartományú amfolinnal fókuszálták. 
 
F1. ábra. 
Az amfolitok pH sora 
 
Az amfolin tulajdonságai:  
                                             1. relatív molekulatömege1000 alatti. 
2. nagy pufferkapacitás és oldhatóság 
3. jó vezetıképesség, így a fókuszálandó fehérjék nem vesznek 
    részt a vezetésben. 
4. nincs biológiai hatása 
 
Mivel az amfolin relatív molekulatömege 1000 alatti, gondoltam arra, hogy dialízissel 
elválasztjuk a búzafehérjéktıl, ezt azonban elvetettem, mert ezzel a kismérető fehérje vagy 
oligopeptid komponenseket is elveszítettem volna. Ezért választottam az amfolin 
felületaktivitásának figyelembevételét és a mért értékek alapján a korrekciós megoldást. 
 
Elkészítették az albumin frakció és a 2. alfrakció kétdimenziós térképét, mely 68. a, b ábrán 
látható. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F2 a, b.ábra 
Az albumin frakció (balra, a.), és 2. alfrakciójának ( jobbra, b.) kétdimenziós térképe, egyik 
dimenzióban a pH, másik dimenzióban molekulatömeg szerint elválasztva. 
 
   
M (g/mol) 
